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RESUMO 

 

A utilização dos marcadores moleculares em estudos de mapeamento genético e de QTLs 

(Quantitative Trait Loci) tem proporcionado um importante progresso no conhecimento da 

genética e da estrutura genômica da cana-de-açúcar. O projeto de sequenciamento de ESTs 

(Expressed Sequence Tags) do programa Genoma da FAPESP (SUCEST) identificou 

aproximadamente 43 mil clusters que representam os genes de cana-de-açúcar. Sabe-se que os 

ESTs apresentam grande potencial para serem utilizados no desenvolvimento de marcadores 

genético-moleculares. Tendo em vista os avanços possíveis no melhoramento genético da cana-

de-açúcar com a construção de um mapa genético funcional a partir de ESTs de interesse, este 

trabalho teve como objetivos o mapeamento genético em uma população F1 de cana-de-açúcar 

utilizando marcadores moleculares do tipo EST-SSRs (Expressed Sequence Tags - Simple 

Sequence Repeats) e SNP (Single Nucleotide Polymorphism), desenvolvidos a partir de 

seqüências ESTs homólogas a genes de interesse. Os SNPs desenvolvidos e mapeados 

demonstraram novos tipos de segregações possíveis de serem incorporadas ao mapeamento 

genético em cana-de-açúcar, representando avanços para a análise genética de poliplóides e 

possibilitando a saturação do mapa genético com marcadores completamente informativos. Os 

marcadores moleculares EST-SSRs e SNPs desenvolvidos e integrados ao mapa genético da 

cana-de-açúcar aumentaram sua resolução e também as possibilidades de mapeamento dos 

QTLs com maior precisão. 

 

 

 

Palavras-chave: Cana-de-açúcar; Poliplóide; Marcadores SSR; Marcadores SNP; Mapeamento 
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ABSTRACT 

 

The use of molecular markers in genetic mapping studies and QTL (Quantitative Trait Loci) has 

provided an important advance in knowledge of genetics and genomic structure of sugarcane. 

The sequencing project of ESTs (Expressed Sequence Tags) form FAPESP's Genome Program 

(SUCEST) identified approximately 43 000 clusters representing the sugarcane genes. It is 

known that the ESTs have great potential for use in the development of genetic molecular 

markers. Given the possible advances in genetic breeding of sugarcane with the construction of 

a functional genetic map from ESTs of interest, the aim of this study was the construction of a 

genetic map in a F1 population of sugarcane using molecular markers EST-SSR (Expressed 

Sequence Tags - Simple Sequence Repeats) and SNP (Single Nucleotide Polymorphism) derived 

from ESTs sequences homologous to genes of interest. The developed and mapped SNPs 

demonstrated new types of segregation ratio that could be incorporated in the genetic mapping 

of sugarcane, representing advances for the genetic analysis of polyploid and allowing the 

saturation of the genetic map with fully informative markers. The EST-SSR markers and SNPs 

developed and integrated into the genetic map of sugarcane increased the resolution, coverage 

of the genome and also the possibilities of mapping QTLs with greater precision. 
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PREFÁCIO 

 

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho de tese estão 

apresentados na forma de 5 artigos científicos. O primeiro artigo, intitulado “Characterization of 

novel sugarcane expressed sequence tag microsatellites and their comparison with genomic 

SSRs”, publicado na revista Plant Breeding (125: 378-384; 2006), apresenta a caracterização de 

um conjunto de marcadores EST-SSRs que foram previamente desenvolvidos pelo grupo, bem 

como sua comparação a SSRs genômicos com relação ao poder discriminatório e conteúdo de 

polimorfismo. No segundo artigo, intitulado “Functional integrated genetic linkage map based on 

EST-markers for a sugarcane (Saccharum spp.) commercial cross”, publicado na revista 

Molecular Breeding (20:189-208, 2007), foram apresentados resultados da construção de um 

mapa genético integrado com marcadores EST-SSRs funcionais, utilizando a população F1 de 

mapeamento obtida a partir do cruzamento SP80-180 x SP80-4966 (Centro de Tecnologia 

Canavieira, Piracicaba/SP). Nos terceiro e quarto artigos, sendo eles respectivamente 

“Characterization of new polymorphic functional markers for sugarcane”, publicado na revista 

Genome (52:191-209, 2009) e, “Functional markers for gene mapping and genetic diversity 

studies in sugarcane”, publicado revista BMC Research Notes ( 4:264, 2011) foram 

desenvolvidos centenas de marcadores EST-SSRs derivados do banco de dados SUCEST, para os 

quais foram realizadas análises do polimorfismo e do poder discriminatório em genotipagens 

envolvendo diferentes clones de cana-de-açúcar, bem como análises bioinformáticas, nas quais 

as sequências dos ESTs utilizados para o desenvolvimento das EST-SSRs foram categorizadas 

quanto aos seus processos biológicos e função molecular. Os resultados apresentados nesses 

dois últimos artigos constituíram um conjunto importante de marcadores moleculares funcionais, 
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os quais foram utilizados no mapeamento genético-molecular de cana-de-açúcar realizado nesse 

trabalho. O quinto e último artigo intitulado “SNPs como uma nova ferramenta no mapeamento 

genético em espécies altamente poliplóides e aneuplóides: cana-de-açúcar”, ainda não foi 

submetido à publicação. Nele relata-se o desenvolvimento de marcadores do tipo SNPs (Single 

Nucleotide Polymorphism) e sua integração no mapa genético previamente desenvolvido (com 

os marcadores EST-SSRs) utilizando a população F1 de mapeamento obtida a partir do 

cruzamento IACSP 95-3018 x IACSP 93-3046 (Instituto Agronômico de Campinas - Centro de 

Cana, Ribeirão Preto/SP). 

Durante o doutorado o autor dessa tese realizou estágio no Centre for Plant 

Conservation Genetics, (Lismore/NSW/Australia), sob orientação do Dr. Robert Henry e do Dr. 

Peter Bundock. No período de 8 meses de estágio, foram desenvolvidos 943 marcadores SNPs a 

partir de sequências expressas do banco de dados SUCEST. Os SNPs desenvolvidos foram 

genotipados na população F1 (IACSP 95-3018 x IACSP 93-3046) utilizando um o equipamento 

Sequenom® para análise do DNA por espectrometria de massas.  
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INTRODUÇÃO 

 

A cana-de-açúcar é uma espécie de grande importância para a agricultura brasileira e 

mundial, sendo cultivada principalmente em regiões de clima tropical e subtropical. Os principais 

produtos derivados são açúcar e etanol. No Brasil, cerca de 642 milhões de toneladas de cana 

devem ser processadas durante a safra 2011/2012 para produção de açúcar e álcool, sendo 

este valor 2,9% maior que o volume processado na safra 2009/2010 (Conab, 2011). O etanol, 

que vem sendo utilizado como biocombustível despertou grande interesse econômico-ambiental, 

pois trata-se de uma fonte de energia renovável competitiva em relação aos derivados do 

petróleo (Goldemberg, 2007; FAO, 2009).  

Segundo Daniels e Roach (1987), a cana-de-açúcar é uma espécie alógama, da família 

Poaceae (Gramineae) e do gênero Saccharum, no qual ocorrem principalmente seis espécies: S. 

officinarum L. (2n = 80), S. robustum Brandes e Jeswiet ex Grassl (2n = 60-205), S. barberi 

Jeswiet (2n = 81-124), S. sinense Roxb. (2n = 111-120), S. spontaneum L. (2n = 40-128) e S. 

edule Hassk. (2n = 60-80). A espécie S. officinarum L. destaca-se por suas boas características 

agronômicas e altos teores de sacarose, sendo denominada como 'cana nobre' (Matsuoka et al., 

1999b; Landell e Bressiani, 2008). Contudo, as variedades modernas de cana-de-acúcar 

correspondem a híbridos interespecíficos de elevada complexidade genética pois apresentam 

elevados níveis de ploidia e também aneuploidia (Heinz e Tew, 1987; Matsuoka et al., 1999b; 

Landell e Bressiani, 2008). Acredita-se que dentre os genótipos cultivados haja contribuição, em 

proporções variáveis, do genoma de diferentes espécies do gênero Saccharum, principalmente, 

S. officinarum e S. spontaneum. Neste contexto, considera-se que a cana-de-açúcar é a espécie 

cultivada de maior complexidade genética (Manners et al., 2004). 
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A grande importância da cana-de-açúcar e seus derivados para os países tropicais e 

subtropicais tem resultado, recentemente, em investimentos na pesquisa e na obtenção de 

tecnologias para auxiliar nos programas de melhoramento e no entendimento da genética dessa 

cultura. Esse fato se deve, principalmente, à complexidade do genoma da cana e ao longo 

tempo necessário (15 anos) para a seleção de novos cultivares mais produtivos através de 

métodos de melhoramento tradicionais (D’Hont et al., 2008). Entre as ferramentas derivadas da 

genômica que vem sendo utilizadas no melhoramento genético estão os marcadores 

moleculares (revisto por Grivet e Arruda, 2002). 

Os marcadores moleculares têm se mostrado particularmente úteis para auxiliar 

programas de melhoramento em diversas culturas (Francia et al., 2005), em cana-de-açúcar 

para estudos de diversidade genética (Lima et al., 2002), obtenção de mapas genéticos (Aitken 

et al., 2005; Aitken et al., 2007; Raboin et al., 2006; Garcia et al., 2006; Oliveira et al., 2007) e 

mapeamento de QTL (Quantitative Trait Loci) (MCintyre et al., 2006; Al-Janabi et al., 2006; 

Piperidis et al., 2008; Aitken et al., 2008). Os trabalhos desenvolvidos com marcadores 

moleculares em cana-de-açúcar, especialmente aqueles referentes à construção de mapas 

genéticos de ligação e mapeamento associativo, são importantes para aumentar o entendimento 

da arquitetura do genoma da cana, auxiliando na diminuição do tempo de obtenção de 

cultivares melhorados, através da identificação de regiões no genoma associados a caracteres 

de interesse econômico.  

O projeto Genoma SUCEST (Sugarcane Expressed Sequence Tag) da FAPESP produziu 

um extenso banco de dados de etiquetas de seqüências expressas (ESTs) para cana, com a 

identificação de 237.954 ESTs agrupados em cerca de 43.000 clusters (Vettore et al., 2001, 

2003). A maioria dos clusters representa genes envolvidos em importantes processos 
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metabólicos, tais como fotossíntese, metabolismo de carboidratos, transporte de açúcares, 

metabolismo de aminoácidos, mecanismo de resposta aos estresses bióticos e abióticos, entre 

outros. Esse banco de dados serviu como fonte para o desenvolvimento de marcadores 

moleculares EST-SSRs (Simple Sequence Repeats) (Pinto et al., 2004; Oliveira et al., 2009) que 

foram utilizados juntamente com marcadores SSRs genômicos e RFLP (Restriction Fragment 

Length Polymorphism) na construção do primeiro mapa genético funcional para cana-de-açúcar 

(Oliveira et al., 2007). Apesar da abundância de microssatélites no banco de dados do SUCEST, 

eles foram encontrados em apenas 5% do total de sequências (Pinto et al., 2004), de modo que 

não foi possível desenvolver esse tipo de marcador para 95% dos ESTs do SUCEST.  

A geração de um mapa genético para cana-de-açúcar requer um esforço muito maior 

quando comparado àquele dispendido com o mesmo objetivo para outras espécies, devido ao 

genoma da cana ser altamente poliplóide. Devido a esse fato, os mapas para cana-de-açúcar 

gerados até o momento são pouco densos, sendo que mais marcadores são necessários para a 

obtenção de mapas saturados e que possibilitem a identificação de maior número de QTLs. 

Os SNPs são responsáveis pela maior parte da variação presente no genoma das 

espécies e explicam a ocorrência de muitas características de interesse em plantas (Umemoto et 

al., 2004; Varshney et al., 2007). Sendo assim, nesse trabalho objetivou-se o desenvolvimento 

de marcadores moleculares funcionais do tipo SNPs para cana-de-açúcar, os quais estão 

localizados em ESTs que apresentam similaridade com genes de interesse. Estes marcadores 

estão sendo integrados ao mapa genético-molecular previamente desenvolvido para a 

população F1 de cana-de-açúcar, obtida do cruzamento IACSP 95-3018 x IACSP 93-3046. Para a 

integração dos SNPs, foi necessário o desenvolvimento de novas ferramentas para a análise 

desses marcadores, visto que nunca antes haviam sido analisados para a integração em mapas 
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genéticos de organismos poliplóides alógamos, como é a cana-de-açúcar. Esta espécie é um 

poliplóide interespecífico bastante complexo quando comparado a outros. Cada loco de uma 

planta de cana-de-açúcar pode ter número variável de cópias no genoma, seja por duplicação, 

seja pela presença de diferentes cromossomos homeólogos de origem multiespecífica. Além 

disso, o mesmo loco pode ter número de cópias variável no genoma de diferentes indivíduos. 

Os resultados desse trabalho serão de grande importância para possibilitar a utilização 

de marcadores moleculares no estudo genético de organismos poliploides, em geral. Novos tipos 

de segregação observados e analisados poderão ser integrados ao mapa genético de 

poliplóides, melhorando a saturação do mapa genético e aprimorando a descoberta de QTLs. 

Dessa forma, será possível melhorar o entendimento da arquitetura genética da cana-de-açúcar 

e acelerar o melhoramento genético dessa cultura, bem como de outros organismos de origem 

poliplóide. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1 Aspectos Gerais da cultura da cana-de-açúcar 

1.1 Importancia econômica 

A principal fonte de açúcar provém da cana-de-açúcar, responsável por 70% da 

produção mundial, e da beterraba açucareira, com uma contribuição de 30% (Ming et al., 

2006). O Brasil é o maior produtor e exportador de açúcar do mundo, sendo responsável, em 

termos mundiais, por aproximadamente 20% da produção e 40% das exportações. A produção 

nacional em 2007/08 foi de 31 milhões de toneladas. Cerca de dois terços do açúcar produzido 

no Brasil (18,6 milhões de toneladas) destinaram-se à exportação (UNICA, 2008).  

Outro importante derivado da cana-de-açúcar é o etanol, do qual 30% da produção 

mundial origina-se da cana-de-açúcar a partir da fermentação do açúcar (UNICA, 2008). O 

etanol está se tornando uma das principais fontes alternativas de energia, principalmente devido 

ao aquecimento global e aos preços instáveis e elevados do petróleo (Ortolan, 2006). Os 

Estados Unidos e o Brasil são responsáveis pela maior parte da produção de etanol do mundo, 

42% e 37%, respectivamente (UNICA, 2008). Apesar dos Estados Unidos possuírem atualmente 

a maior produção de etanol do mundo, ela é principalmente baseada no milho como matéria-

prima. O milho, em comparação com a cana-de-açúcar, possui um menor rendimento na 

produção de etanol, além de afetar diretamente o preço e a disponibilidade de alimentos de 

ração animal (English et al., 2005). A exportação brasileira de etanol durante a safra 2008/2009 

teve um aumento 30% em volume em relação à safra anterior 2007/2008, atingindo um total de 

4,7 bilhões de litros. Ao compararmos os números atuais referentes à exportação brasileira de 

etanol em relação à safra de 2004/2005 observa-se um incremento de 90%, o que evidencia o 
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crescimento exponencial da produção de etanol no Brasil.  

A crescente demanda pelo etanol no mundo é decorrente do incentivo ao uso de 

matrizes energéticas renováveis, diminuindo a dependência do petróleo proveniente de áreas de 

instabilidade política e da volatilidade de seus preços. No Brasil, com o advento do carro flex 

fuel, o consumo interno aumentou significativamente nos últimos anos. Na safra de 2008/2009 

foram produzidos 18 bilhões de litros, representando um incremento de 27% em relação à safra 

anterior. A venda de carros flex fuel corresponde a 92% do total de carros vendidos atualmente 

no Brasil, o que resulta em uma previsão muito otimista para o aumento de consumo de etanol 

no mercado interno (UNICA, 2011). 

Nos últimos anos, grupos de pesquisa (públicos e privados) ao redor do mundo estão 

empenhados no estabelecimento de tecnologias para a conversão da biomassa proveniente do 

processamento da cana-de-açúcar em açúcares fermentáveis, resultando no etanol de segunda 

geração, para o aumento na produção de etanol (Demirbas, 2001). Embora essa tecnologia 

ainda não possa ser aplicada em escala industrial, ela tem grande importância nesse contexto 

de crescente demanda (Badger, 2002). Por todos esses motivos o álcool produzido da cana-de-

açúcar é o principal propulsor do setor sucroalcooleiro e, atualmente, movimenta grandes 

montantes de investimentos (Boyle et al., 2008). 

Em vista do cenário internacional, a demanda por açúcar e etanol tende a crescer e o 

Brasil possui uma posição privilegiada para atender a estas necessidades. O país tem duas 

regiões produtoras, Centro-Sul e no Norte-Nordeste, com safras alternadas, podendo manter 

sua presença no mercado mundial ao longo de todo o ano. O Brasil possui uma avançada 

tecnologia de produção de álcool, além de ter o menor custo de produção do mundo e ainda 

possuir potencial de expansão de área plantada e de produtividade. 
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1.2 Origem e características das espécies do gênero Saccharum 

Acredita-se que o centro de diversidade das espécies do gênero Saccharum, segundo 

reportam alguns autores, está localizado na região das ilhas do Pacífico Sul, incluindo a Índia, 

Indonésia, Nova Guiné, China, Ilha Polinésia e Ilhas Fiji (Brandes, 1956; Mukherjee, 1957; 

Daniels e Roach, 1987). Em meados do século XV, durante suas expedições, os portugueses e 

espanhóis propagaram esta cultura nas suas colônias da região do Atlântico. Durante os séculos 

XVI e XVII a cultura de cana-de-açúcar estava intimamente relacionada à colonização européia, 

principalmente no Brasil e no Caribe. 

Martim Afonso de Souza foi quem oficialmente trouxe a primeira muda de cana-de-

açúcar ao Brasil em 1532, iniciando o seu cultivo na capitania de São Vicente. A partir do 

desenvolvimento da cultura em Pernambuco e Bahia, os engenhos de açúcar se multiplicaram 

pelo Brasil, onde se adaptou muito bem. Cinquenta anos após a chegada da cana-de-açúcar, o 

Brasil já era o maior produtor de açúcar do mundo (Machado et al., 1987) 

A cana-de-açúcar caracteriza-se por ser uma planta herbácea, alógama e cultivada 

principalmente em regiões tropicais e subtropicais. Pertence a família das gramíneas (Poaceae), 

tribo Andropogoneae e gênero Saccharum (Tabela 1). 

Tabela 1. Classificação taxonômica da cana-de-açúcar (Daniels e Roach, 1987)  
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No complexo Saccharum destacam-se cinco principais espécies: S. spontaneum, S. 

robustum, S. officinarum, S. barberi, S. sinense e S. edule descritas a seguir. 

S. spontaneum é considerada uma espécie selvagem com número cromossômico 

elevado. Possui alta adaptabilidade a regiões com características edafoclimáticas extremamente 

adversas, relacionadas à temperatura, umidade e tipo de solo. Por este motivo, S. spontaneum 

apresenta vasta distribuição geográfica, que vai do Japão ao leste da África, passando pelo 

sudeste da Ásia, Índia, Oriente Médio e a bacia mediterrânea (Brandes et al., 1938). Por ser 

uma espécie selvagem, apresenta um baixo teor de sacarose. Em contrapartida, possui 

resistência a pragas e doenças, capacidade de rebrota de soqueira, vigor e grande 

adaptabilidade (Naidu e Sreenivasan, 1987). O número de cromossomos varia de 2n = 40 a 

128, sendo os citótipos mais frequentes os múltiplos de 8, sugerindo que o número básico desta 

espécie é x = 8 (Panje e Babu, 1960; Naidu e Sreenivasan, 1987; Burner, 1991). De fato, 

D’Hont et al (1996) confirmaram este número por hibridização in situ de rDNAs, relatando 

também que o nível de ploidia varia entre 8 e 12, segundo os citótipos estudados. 

S. robustum também é considerada uma espécie selvagem no gênero Saccharum. As 

principais diferenças em relação a S. spontaneum referem-se a ausência de rizomas, presença 

de inflorescência grande, haste mais espessa e maior altura (Stevenson, 1965). Foram 

encontrados dois citótipos euplóides, com 2n = 60 ou 2n = 80, e citótipos aneuplóides, variando 

de 2n = 63 a 205. Estes clones aneuplóides podem corresponder a híbridos naturais entre 

clones de S. robustum ou entre S. robustum e outras espécies (Price, 1957; 1965). 

S. officinarum é a espécie mais parecida com as variedades comerciais encontradas 

hoje em dia, ela é conhecida como “cana nobre” por apresentar qualidades agronômicas e 

industriais correspondentes aos mais importantes critérios de seleção, tais como: colmos 
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grossos, alto teor de sacarose e baixo conteúdo de fibras e amido (Bremer, 1961). Acredita-se 

que esta espécie originou-se a partir de formas 2n = 80 da espécie selvagem S. robustum na 

Nova Guiné, sendo este seu centro de origem (Brandes et al., 1938). A partir da Nova Guiné, os 

clones de S. officinarum se dispersaram para as ilhas vizinhas e, em seguida, para várias regiões 

que se tornaram os atuais países produtores de açúcar. S. officinarum é uma espécie euplóide, 

com 2n = 80 cromossomos (Bremer, 1930; Li e Prince, 1967; Price e Daniels, 1968). Acredita-se 

que alguns poucos clones de S. officinarum que não apresentam este número cromossômico se 

originaram de hibridação com outras espécies (Bremer, 1924). S. officinarum é uma espécie 

octaplóide, apresentando um número cromossômico básico de x = 10 (D’Hont et al., 1996). 

S. barberi e S. sinense são espécies que já foram cultivadas respectivamente no norte 

da Índia e no sul da China (Stevenson, 1965). Acredita-se que sua origem deve-se a hibridações 

naturais entre as espécies S. officinarum e S. spontaneum, nas suas respectivas regiões de 

origem (Price e Daniels, 1968). Ambas as espécies seriam híbridos de primeira geração, já que 

poucas recombinações interespecíficas entre os cromossomos foram encontradas em estudo 

realizados com hibridização in situ (D’Hont et al., 1996). As principais diferenças em relação a S. 

officinarum são referentes às suas características florais e ao elevado teor de fibras e 

rusticidade. Um grande número de clones destas espécies é resistente às principais doenças da 

cana-de-açúcar (Daniels e Roach, 1987). Seu número cromossômico varia entre 2n = 81 a 124 

em S. sinense e 2n = 111 a 120 em S. barberi. Observações citológicas mostram meioses 

extremamente irregulares (Sreenivasan et al., 1987). 

S. edule é um grupo com menor representatividade que ocorre principalmente na Nova 

Guiné e ilhas vizinhas. Sua principal característica é a esterilidade. A origem dessa espécie deu-

se provavelmente a partir da espécie S. robustum por hibridação interespecífica, sendo S. 
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robustum como doadora do gameta feminino (Grivet et al., 2004). Os perfis moleculares 

mitocondriais e cloroplásticos dos clones de S. edule são semelhantes aos perfis destas 

organelas mais frequentemente observados na espécie S. robustum (D’Hont et al., 1993; Sobral 

et al., 1994). Os clones de S. edule constituem uma série de poliplóides com 2n = 60, 70 ou 80 

cromossomos (Roach, 1972). 

 

1.3 Cultivares modernos de cana-de-açúcar 

Estimulados pelo surgimento de novas doenças, no início do século XX os programas de 

melhoramento da região da Índia e de Java produziram híbridos interespecíficos resistentes à 

doenças e mais adaptados às condições ambientais encontradas. Na Índia foram conduzidos 

cruzamentos interespecíficos entre S. officinarum, S. spontaneum e S. barberi. 

Simultaneamente, em Java foram realizados cruzamentos interespecíficos utilizando S. 

officinarum e S. spontaneum. A partir desses cruzamentos surgiu o termo “nobilização”, que 

significa o cruzamento de uma espécie rica em açúcar (cana nobre) com uma espécie com 

características mais robustas (cana selvagem), e realização de diversos retrocruzamentos do 

híbrido com a variedade nobre para recuperação das características desejáveis. Desta forma, a 

maior parte do genoma de um híbrido de cana-de-açúcar vem de S. officinarum (80%) (Figura 

1) (D’Hont et al., 1996; Grivet e Arruda., 2002), sendo portanto, o objetivo da nobilização a 

incorporação de vigor e resistência à doenças aos clones cultivados. Este foi um passo muito 

importante na produção das variedades modernas encontradas hoje em dia, as quais possuem a 

característica de alta produção de açúcar e resistência a pragas e doenças (Roach, 1972; Ming 

et al., 2006). 
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Figura 1. Representação esquemática do genoma das variedades comerciais atuais de cana-de-

açúcar. Cada barra representa um cromossomo e cada cor representa uma origem, 

caracterizando a sua natureza poliplóide, aneuplóide e interespecífica (Grivet et al, 2002). 

 

Os primeiros híbridos interespecíficos gerados a partir da nobilização foram utilizados 

maciçamente em cruzamentos em todos os programas de seleção através do mundo. São 

exemplos de variedades obtidas desses cruzamentos: POJ2878, POJ2725, POJ213 de Java e as 

variedades Co281, Co290 de Coimbatore, as quais constituem a base genética das atuais 

variedades comerciais de cana-de-açúcar no mundo todo. 

O processo de nobilização gerou híbridos de origem poliplóide e aneuplóide, 

apresentando número cromossômico variável de 2n=100 a 130 (D’Hont et al., 1996). A 

aneuploidia é comum em espécie de origem poliplóide natural e híbrida (Sybenga, 1992), e 

casos de instabilidade cromossômica ocorrem predominantemente em plantas com origem 

poliplóide apresentando elevado número cromossômico como é o caso da cana-de-açúcar 
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(D’Hont et al., 1996), porém, a cana-de-açúcar apresenta a vantagem da propagação vegetativa 

para a manutenção da estabilidade cromossômica. 

O pareamento dos cromossomos durante a meiose é complexo, porém a disomia é muito 

improvável indicando que todos os cromossomos homólogos sofrem recombinação (Grivet et al., 

1996; Hoarau et al., 2001). Levando este fato em consideração pode-se inferir que um gene é 

representado em aproximadamente 10 cópias, cada uma podendo corresponder a um haplótipo 

diferente. Entre os 10 alelos, de 8 e 9 foram provavelmente herdados de S. officinarum e 1 ou 2 

do S. spontaneum (Grivet et al., 2003).  

 

2 Melhoramento genético de cana-de-açúcar 

Apesar da complexidade genômica da cana-de-açúcar, a obtenção de novas variedades 

melhoradas é em parte facilitada pela existência de mecanismos de propagação vegetativa que 

fixam o genótipo desejado. Os programas de melhoramento genético são baseados no 

cruzamento de indivíduos com características agronômicas desejáveis que levam à obtenção de 

populações segregante F1 com variabilidade genética. Estas populações sofrem diversas etapas 

de seleção e propagação vegetativa dos genótipos de interesse. Cada programa de 

melhoramento possui suas especificidades referentes aos métodos e objetivos finais almejados. 

Dessa forma, diferentes estratégias podem ser adotadas. Mesmo considerando dessas 

especificidades, a obtenção de uma variedade melhorada pode demorar de 10 a 12 anos 

(Matsuoka et al., 1999b; Landell e Bressiani, 2008). 

Os principais fatores que influenciam no resultado dos programas de melhoramento são: 

escolha adequada dos genitores; instalação de experimentos com boa precisão experimental; 

escolha correta dos caracteres agronômicos de interesse e realização de avaliações periódicas.  
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Entre as características de interesse a serem selecionadas no programa de 

melhoramento de cana-de-açúcar estão: teor de sólidos solúveis (BRIX), teor de sacarose, 

diâmetro e número de colmos, perfilhamento, teor de fibras, resistência ao acamamento e 

florescimento, precocidade e resistência a pragas e doenças (Matsuoka et al., 1999a; Matsuoka 

et al., 1999b). Esses caracteres são geralmente controlados por muitos locos, sendo 

denominados de caracteres quantitativos, cujos locos se encontram localizados em QTLs 

(Quantitative Trait Loci). 

De forma geral, as principais etapas de um programa de melhoramento para cana-de-

açúcar são: a) cruzamento; b) seleções iniciais; c) seleção utilizando experimentos com 

repetições; d) ensaios finais de competição. 

a) Cruzamento 

A escolha dos genitores é um passo importante no programa de melhoramento. A partir 

da variabilidade gerada no cruzamento espera-se encontrar elevada probabilidade de 

aparecimento de genótipos superiores, alguns deles com grandes chances de se tornarem uma 

futura variedade comercial (Matsuoka et al., 1999a). Devido à estreita base genética do 

germoplasma utilizado para o melhoramento genético da cana-de-açúcar, durante o programa 

de melhoramento, há o risco de surgirem problemas de depressão por endogamia. Muitos 

programas de melhoramento usam também como critério de seleção dos genitores a genealogia 

e/ou divergência genética entre eles, obtida através de marcadores moleculares (Lima et al., 

2002), para contornar o problema da base genética estreita do germoplasma. 

Após definidos os genitores é necessário definir a estratégia para a obtenção da 

população segregante. Duas estratégias são muito utilizadas em cana-de-açúcar: cruzamentos 

biparentais e policruzamentos (Matsuoka et al., 1999a; Matsuoka et al., 1999b; Landell e 
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Bressiani, 2008). Nos cruzamentos biparentais a população segregante é obtida utilizando-se 

apenas dois genitores, um como genitor masculino e outro feminino, sendo este o cruzamento 

mais utilizado. Nos policruzamentos são utilizados mais de dois genitores, sendo apenas um 

como genitor feminino e dois ou mais como genitores masculinos simultaneamente. A principal 

vantagem do policruzamento é o grande número de sementes obtidas quando comparado aos 

cruzamentos biparentais, bem como a maior variabilidade dentro da população F1 gerada. 

b) Seleções iniciais 

Com a geração de uma população segregante, o principal desafio é encontrar os 

genótipos superiores dentre os milhares de indivíduos gerados no cruzamento. Entretanto, a 

seleção de caracteres que apresentam alta influência ambiental pode ser prejudicada se os 

ensaios experimentais para avaliação do valor fenotípico de cada genótipo não forem realizados 

adequadamente. Desta forma, o processo de seleção ocorre inicialmente para caracteres com 

alta herdabilidade e baixa intensidade de seleção. Ao longo das etapas de seleção, a 

disponibilidade de colmos por genótipos aumenta gradativamente, o que permite a instalação de 

experimentos com níveis de precisão cada vez mais elevados, com intensidade de seleção 

crescente. O tamanho das parcelas e o número de repetições variam de acordo com a 

disponibilidade de colmos e características específicas sob seleção nos programas de 

melhoramento. 

A cana-de-açúcar apresenta uma vantagem perante outras espécies vegetais como 

milho, sorgo, soja, feijão, pois possibilita a propagação vegetativa dos genótipos a cada ciclo de 

seleção. Tal fato torna possível explorar a herdabilidade de características de interesse em 

sentido amplo, ou seja, além das variações aditivas é possível verificar a existência de 

dominância e interações epistáticas (Hill et al., 2008). De acordo com os resultados 
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apresentados por Skinner et al. (1987) e Matsuoka et al. (1999b), as fases iniciais de seleção 

são mais efetivas para características como o teor de açúcar (brix) e resistência a carvão e 

ferrugem. Contudo, os resultados devem ser interpretados com cautela, pois estimativas de 

herdabilidades podem variar de acordo com a população e as condições experimentais utilizadas 

(Hill et al., 2008). 

Na condução do plantio para seleção nos estágios iniciais é possível utilizar algumas 

estratégias como plantio em bunch, individual ou em famílias para ajudar o melhorista, visto 

que não é possível realizar o plantio utilizando delineamentos estatísticos. 

O plantio em bunch (Mangelsdorf, 1953) constitui-se no plantio de 5 a 10 plântulas por 

cova, permitindo que a seleção natural atue eliminando genótipos inferiores. Uma vantagem 

dessa metodologia é a possibilidade de avaliar uma maior quantidade de colmos 

simultaneamente em uma mesma área. Segundo Skinner et al. (1987) há exemplos de sucesso 

obtido utilizando este tipo de plantio. Em contrapartida Matsuoka et al. (1999b) apontam como 

desvantagem dessa metodologia, a impossibilidade de se avaliar o perfilhamento, o qual é 

correlacionado positivamente com a capacidade de brotação e produtividade. 

A seleção de plantas individuais consiste no plantio dos genótipos num espaçamento 

maior, evitando competição entre as plantas. Este tipo de estratégia é recomendado para a 

seleção de caracteres com alta herdabilidade, tais como Brix, resistência ao florescimento e as 

doenças (Matsuoka et al., 1999b). 

A estratégia de seleção de famílias é utilizada em situações nas quais existe vários 

cruzamento a serem avaliados em conjunto, sendo eles biparentais ou policruzamentos. As 

progênies dos diferentes cruzamentos são avaliadas de acordo com o comportamento médio 

dos indivíduos. Nesta abordagem explora-se o conceito de herdabilidade em nível de médias, o 
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que permite a seleção de caracteres quantitativos em etapas iniciais do processo que não 

poderiam ser avaliados em seleção de plantas individuais. 

Ao se considerar a população segregante como um todo, é possível realizar estudos de 

interação genótipos por ambientes (Hogarth e Bull, 1990; Bull et al., 1992; Jackson et al., 

1995a, 1995b; Bressiani et al., 2002; Landell e Bressiani, 2008), além de identificar cruzamentos 

superiores (Skinner et al., 1987) possibilitando também facilidades na implementação dos 

experimentos, como a mecanização do processo de seleção (Landell e Bressiani, 2008). Em 

função disso, vários programas de melhoramento preferem utilizar esta estratégia, escolhendo 

as famílias que possuem médias fenotípicas superiores para as avaliações posteriores. No 

entanto, tal procedimento pode ocasionar o descarte de genótipos superiores se eles estiverem 

presentes em famílias com baixa média e variância elevada (Matsuoka et al., 1999b). 

c) Seleção utilizando experimentos com repetições 

Os genótipos selecionados são então comparados entre si com base em experimentos 

utilizando delineamentos estatísticos apropriados. Uma característica destes experimentos é o 

elevado número de plantas em avaliação e o reduzido número de colmos para a obtenção de 

repetições do experimento em outros ambientes. Um delineamento apropriado para esta etapa 

é o delineamento de blocos casualizados completos aumentados (Federer, 1956). 

Com a utilização de delineamentos experimentais há um maior controle das variáveis 

ambientais, o que já possibilita o início da seleção para características influenciadas pelo 

ambiente, contempladas na etapa anterior, como por exemplo, avaliações para capacidade de 

rebrota. Ao final de cada experimento reduz-se o número de genótipos e aumenta-se a 

disponibilidade de colmos. Estes colmos são utilizados para o plantio de parcelas maiores, de 

maior número de repetições e para a implantação de experimentos em outros ambientes. Essas 
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modificações nas avaliações resultarão em maior precisão experimental possibilitando avaliações 

de caracteres com herdabilidades reduzidas. 

d) Ensaios finais de competição 

Após uma série de etapas de seleção torna-se possível a realização de experimentos com 

elevado nível de precisão experimental, o que permite avaliar caracteres de baixa herdabilidade, 

utilizando cultivares comerciais como testemunhas, visando identificar genótipos superiores em 

relação aos padrões comerciais. Nesta etapa são realizados testes de estabilidade e 

adaptabilidade, para selecionar genótipos mais aptos a determinadas condições ambientais. 

Os programas de melhoramento de cana-de-açúcar no Brasil usualmente realizam 

experimentos utilizando o delineamento em blocos ao acaso (Matsuoka et al., 1999b; Bidoia, 

2008) repetidos em diversos ambientes, com avaliações em pelo menos dois cortes. Os 

genótipos que se destacam nesta fase são recomendados como novas variedades. Nessa fase 

há grande envolvimento das usinas, sendo que os experimentos são instalados e avaliados em 

condições de cultivo muito próximas àquelas que são encontradas nas práticas agronômicas das 

usinas, possibilitando que as variedades posteriormente selecionadas sejam imediatamente 

utilizadas pela usina. 

 

3 Marcadores moleculares em cana-de-açúcar  

Os marcadores moleculares são ferramentas valiosas no estudo de genomas complexos 

como o da cana-de-açúcar (Daugrois et al., 1996). A utilização de marcadores na seleção de 

características agronômicas desejáveis durante os estágios iniciais do melhoramento, ou mesmo 

na escolha de genitores em um cruzamento, poderia reduzir significantemente o tempo de 

desenvolvimento de novas variedades comerciais.  



Revisão Bibliográfica 

18 

O desenvolvimento de bancos de dados de marcadores moleculares polimórficos e 

robustos, ligados a características agronômicas de interesse, é imprescindível para seu uso 

associado aos programas de melhoramento.  Com o auxílio dos marcadores moleculares foram 

efetuados avanços visando o maior conhecimento da complexidade genética e genômica das 

variedades modernas de cana-de-açúcar. As informações obtidas por meio de marcadores 

moleculares, sobre a diversidade entre as cultivares (LU et al., 1994a; Jannoo et al., 1999; Lima 

et al., 2002), as principais variedades utilizadas como genitores (Glaszmann et al., 1990; D’Hont 

et al., 1993; Lu et al., 1994b; Burnquist et al., 1995; Jannoo et al., 1999; Nair et al., 1999), e 

em outros gêneros do complexo Saccharum (AL-Janabi et al., 1994; Besse et al., 1996; Alix et 

al., 1998, 1999) têm grandemente auxiliado os melhoristas na escolha da melhor estratégia 

para a exploração da variabilidade genética existente.  

Os marcadores moleculares também têm sido utilizados como uma ferramenta na 

identificação de variedades, no controle da progênie e no monitoramento de introgressão 

(D’Hont et al., 1995; Harvey et al., 1998; Cordeiro et al., 2000; Piperidis e D’Hont, 2001).  

O emprego da seleção assistida por marcadores (SAM) nos programas de melhoramento 

de cana-de-açúcar ainda está distante de ser realidade, embora este não seja o caso para 

culturas como o milho, arroz, cevada e soja entre outras (Francia et al., 2005). A SAM 

fundamenta-se no conceito de que é possível inferir a presença de um gene a partir de um 

marcador intimamente ligado a ele. Quando o marcador se encontra muito longe da região de 

interesse, a possibilidade de ambos serem transmitidos aos indivíduos da progênie é reduzida 

devido aos eventos de recombinação. Sendo assim, a existência de uma forte ligação entre a 

característica de interesse e o marcador é pré-requisito deste tipo de seleção (Kumar, 1999; 

Francia et al., 2005). 
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3.1 Microssatélites 

Microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats) são regiões do genoma que contém 

pequenas sequências de nucleotídeos apresentando de uma a seis bases de comprimento 

repetidas em tandem. O número total das repetições em tandem pode variar de um indivíduo a 

outro, o que resulta em polimorfismo, o qual é extremamente útil em estudos genéticos. O 

polimorfismo dos marcadores SSRs é revelado pela reação em cadeia da polimerase (PCR – 

Polymerase Chain Reaction) utilizando como molde o DNA genômico total e dois primers 

específicos que flanqueiam a região que contém o SSR.  

Os SSRs são amplamente utilizados em estudos de mapeamento genético, fingerprinting, 

estudos evolutivos e de diversidade populacional, tanto em plantas como em animais (Bell e 

Ecker, 1994; Yang et al., 1994; Russell et al., 1997; Petren et al., 1999; Senior et al., 1996). 

Algumas características que contribuem para o amplo uso dos SSRs são atribuídas a sua 

natureza multialélica, herança codominante e transferibilidade entre espécies (Griffiths et al., 

2002; Decroocq et al., 2003; Eujayl et al., 2004), facilidade de detecção, abundância relativa, 

cobertura extensiva do genoma (Li et al., 2002) e necessidade de quantidades muito pequenas 

de DNA para as análises com microssatélites (Powell et al., 1996). 

Existem duas principais metodologias utilizadas para o desenvolvimento de novos locos 

SSRs: a primeira baseia-se no isolamento e sequenciamento de clones contendo possíveis 

motivos SSRs, seguidos de desenho de primers para as regiões flanqueadoras dos motivos. A 

segunda baseia-se na construção de bibliotecas enriquecidas em sequências de microssatélites, 

(Edwards et al., 1996), a partir das quais se efetuam a seleção de clones, o sequenciamentos e 

o desenho dos primers adequados.  

Com a disponibilização de bancos de dados de sequências expressas (EST–Expressed 



Revisão Bibliográfica 

20 

Sequence Tags) para inúmeras espécies, tornou-se possível o desenvolvimento de SSR 

funcionais a partir da busca de motivos SSRs nesses bancos de dados. A busca por SSRs em 

ESTs é uma estratégia rápida e simples para o estudo da porção expressa do genoma, mesmo 

para os organismos com genomas grandes, complexos e altamente redundantes, como a cana-

de-açúcar. Esta estratégia tem a vantagem da obtenção de um marcador diretamente ligado a 

um gene, pois os ESTs representam uma sequência parcial do cDNA de um gene que foi 

expresso em um dado tecido num determinado momento (Sterky e Lundeberg, 2000; Pinto et 

al., 2006). 

Em cana-de-açúcar, a análise de 8.678 sequências ESTs revelou aproximadamente 250 

SSRs, a maioria composta por repetições perfeitas de trinucleotídeos, sendo os motivos (CCG)n, 

(CGT)n e (CCT)n os mais comuns (Cordeiro et al., 2001). Os locos selecionados foram avaliados 

quanto à transferibilidade e ao polimorfismo existente nos gêneros correlatos Sorghum e 

Erianthus.  

Utilizando-se os EST-SSRs para análise da variabilidade genética em cana-de-açúcar, 

observou-se o mesmo valordo conteúdo de informação de polimorfismo (PIC–Polymorphism 

Information Content) entre as variedades de cana-de-açúcar (0,23), tendo ele aumentando 

entre as espécies S. officinarum e S. spontaneum (0,62), e alcançando o maior valor (0,80) 

entre indivíduos dos gêneros Sorghum e Erianthus. Este resultado revela que as variedades de 

cana-de-açúcar modernas possuem uma estreita base genética. Apesar disso, os marcadores 

EST-SSRs conseguiram evidenciar algumas diferenças, auxiliando na caracterização da 

variabilidade genética existente nos bancos de germoplasma (Cordeiro et al., 2001). 

O SUCEST (Brazilian Sugarcane EST Project) representa o maior e mais completo banco 

de dados de ESTs de cana-de-açúcar. Esse banco de dados foi construído com financiamento da 
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FAPESP e envolveu a colaboração entre 200 pesquisadores de diversas universidades e centros 

de pesquisas do estado de São Paulo associados a alguns pesquisadores de outros estados do 

Brasil. Foram geradas 237.954 sequências ESTs, agrupadas em 43.141 clusters. Baseando-se na 

estimativa de redundância interna, concluiu-se que a coleção destes transcritos, poderia indicar 

cerca de 33.000 genes de cana-de-açúcar (Grivet et al., 2001; Grivet et al., 2003; Vettore et al., 

2003). Este banco de dados representa uma fonte apropriada á busca de marcadores 

candidatos (Camargo, 2000) que podem estar intimamente ligados a genes de importância 

econômica, com destaque àqueles relacionados ao metabolismo de sacarose, resistência a 

pragas e doenças e à tolerância a condições adversas de clima e de solo (FAPESP, 2001). Uma 

vez integrados a um mapa genético, os locos identificados pelos marcadores podem ser 

avaliados para associação com características de importância agronômica, bem como 

empregados na seleção assistida por marcadores, já que podem estar ligados aos genes 

responsáveis por características de interesse. 

 

3.2 Single Nucleotide Polymorphism 

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) são variações na sequência de DNA que 

ocorrem quando um único nucleotídeo na sequência do genoma é alterado. Esses 

polimorfismos, juntamente com as deleções e inserções, são responsáveis pela maior parte da 

variação genética nos organismos (Cho et al., 1999; Rafalsky e Tingey, 2008) e são amplamente 

distribuídos pelo genoma, sendo mais abundantes em regiões não transcritas e em regiões que 

flanqueiam os microssatélites (Mogg et al., 2002; Bundock e Henry, 2004). 

Por serem abundantes em muitas espécies de plantas como milho (Tenaillon et al., 

2001), aveia (Kanazin et al., 2002) e arroz (Yu et al., 2002) entre outros, os SNPs têm sido 
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muito utilizados como marcadores, criando perspectivas para facilitar o uso no diagnóstico de 

doenças, seleção assistida por marcadores (SAM), construção de mapas genéticos de alta 

resolução e caracterização varietal (Batley et al., 2003), sendo considerados o sistema de 

marcadores mais “atraente” desenvolvido até o momento (Gupta et al., 2001). Além de 

apresentarem uma distribuição ampla, esses marcadores apresentam facilidades para a 

genotipagem em alta escala - high-throughput (Giancola et al., 2006; Masouleh et al., 2009), 

sendo que as tecnologias e abordagens desenvolvidas para estudos em humanos (Gibbs et al., 

2003; Frazer et al., 2007; Burton et al., 2007) têm facilitado o uso desses marcadores nos mais 

diversos organismos (Ferguson et al., 2007; Kim e Misra, 2007; Bain et al., 2007). 

Diferentes metodologias vêm sendo utilizadas para identificação de SNPs em diferentes 

espécies (Suliman-Pollatschek et al., 2002). A busca in silico dos SNPs em banco de dados de 

ESTs apresenta baixo custo relativo às metodologias que envolvem sequenciamento. Além 

disso, nas buscas é possível escolher como alvo sequências homólogas a genes de interesse. 

A busca de SNPs em bancos de sequências vem sendo realizada com sucesso em 

diferentes espécies que possuem grande quantidade de ESTs em bancos de dados (Buetow et 

al., 1999; Batley et al., 2003; Kota et al., 2003). Devido aos resultados do programa SUCEST, 

há uma grande disponibilidade de ESTs em cana-de-açúcar, os quais podem ser utilizados como 

base para busca in silico de SNPs em genes de interesse.  Poucos trabalhos foram realizados 

para avaliar o potencial do uso de banco de ESTs para a busca de SNPs em cana-de-açúcar. 

Eles incluem o uso do banco de ESTs do SUCEST para encontrar SNPs em regiões transcritas e 

não transcritas do gene Adh (Grivet et al., 2003), e SNPs para mapear alguns genes candidatos 

e ESTs (Mcintyre et al., 2006). O uso do banco de dados de ESTs de cana-de-açúcar do Plantdb 

(http://www.plantdb.org/) para encontrar SNPs em ESTs homólogos a 69 genes candidatos 
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possibilitou a identificação de 1588 possíveis SNPs (média de 23 SNPs por EST) (Cordeiro et al., 

2006). Outras metodologias utilizando sequenciamento de nova geração também vêm sendo 

utilizadas com sucesso na identificação de SNPs em cana-de-açúcar (Bundock et al., 2009). 

Diferentes técnicas de genotipagem de SNPs também vêm sendo desenvolvidas, como a 

utilização de pirosequenciador (Cordeiro et al., 2006) e de espectrômetro de massas (Sequenom 

MassArray) (Bundock et al., 2009). Devido ao elevado nível de ploidia da cana-de-açúcar, o 

pirosequenciador não apresenta resolução suficiente para detecção de alelos com frequências 

baixas, como nas razões 1:9 ou 1:10, sendo mais indicado o uso de espectrometria de massas 

(Cordeiro et al., 2006; Bundock et al., 2009). 

Enquanto grandes coleções de microssatélites estão disponíveis para muitas espécies de 

plantas, não há uma fonte comparável de bases de dados sobre o polimorfismo de base única 

em sequências de DNA, especialmente SNPs e indels. A disponibilidade de marcadores 

abundantes no genoma facilita a construção de mapas de alta resolução, bem como o 

mapeamento associativo baseado em desequilíbrio de ligação (Rafalski, 2002). Com o avanço 

das tecnologias de sequenciamento e a maior disponibilidade de bancos de dados de sequências 

expressas, a identificação e o uso de SNPs tendem a crescer em plantas. 

 

3.2.1 Genotipagem de SNPs por espectrometria de massas 

Em organismos poliploides, como a cana-de-açúcar, a frequência dos SNPs em um loco 

gênico é determinada pelo número de cromossomos que carregam o gene e pelo número dos 

diferentes alelos e a frequência de cada alelo que possui o loco SNP. Entretanto, pouco se sabe 

sobre o grau de similaridade entre os cromossomos homeólogos nos grupos de homologia em 

cana-de-açúcar, bem como sobre a complexidade e diversidade alélica por loco nessa espécie. 
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Como resultado, qualquer método utilizado para detectar SNPs em um loco particular de cana-

de-açúcar deve ser capaz de determinar a existência de polimorfismo em um dado loco SNP e 

também, o número de cópias dos alelos (frequência) desse loco SNP em diferentes genótipos. 

Dessa forma, em poliplóides como é o caso da cana-de-açúcar, um SNP será polimórfico entre 

dois genótipos quando ele diferir quanto à base analisada ou ao diferente número de cópias 

alélicas presente em cada um dos genótipos. 

Como consequência, a detecção de SNPs em alopoliplóides envolve um sistema que 

permita simultaneamente a identificação do polimorfismo (variação na base) e também no 

número de cópias alélicas presente nos genótipos em estudo.  

A procura pelo aumento no número de análises de SNPs por genótipo e redução de 

custos tem levado ao rápido desenvolvimento de métodos de genotipagem de SNPs. Nos 

últimos anos, a espectrometria de massas com ionização por dessorção a laser auxiliada por 

matriz, e análise por tempo de vôo (MALDI-TOF MS – “matrix-assisted laser 

desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry”) emergiu como um dos métodos mais 

poderosos de genotipagem de SNPs em diplóides. A precisão, velocidade da acumulação de 

dados, possibilidade de realizar múltiplas reações (multiplex) em múltiplas amostras 

simultaneamente, fornecendo resultados da presença e frequência do polimorfismo nas 

amostras são as principais características de MALDI-TOF MS. Muitos métodos de genotipagem 

de SNPs com MALDI-TOF MS têm sido implementados com um alto grau de automação e são 

aplicados em estudos associados a larga-escala, principalmente pelas indústrias farmacêuticas, 

as quais têm tido interesses crescentes na área de farmacogenômica. A utilização de MALDI 

TOF MS para essa finalidade tem sido crescente (Tost e Gut, 2003; Gut, 2004). Os métodos de 

espectrometria de massas têm sido geralmente utilizados para detectar e quantificar com 



Revisão Bibliográfica 

25 

precisão alelos com frequências muito baixas, como um pequeno percentual na amostra 

(Oberacher, 2008).  

A espectrometria de massas é um método analítico poderoso e versátil que fornece 

informações valiosas sobre a composição e estrutura das moléculas sob análise, e também, 

ajuda a esclarecer sobre a quantidade de analitos específicos em misturas (Oberacher, 2008). 

Esse método fornece uma solução atrativa para genotipagem de SNPs em diplóides e 

poliplóides, principalmente porque permite a medição direta e rápida de pequenas sequências 

do DNA, ao invés de ler apenas uma marcação (fluorescente ou radioativa). Os resultados são 

facilmente recuperados e analisados por um software automatizado (Gut, 2004).  

MALDI foi iniciado em 1988 por Karas e Hillenkamp como um método revolucionário para 

ionização e análise de massas de muitas biomoléculas.  Esses pesquisadores descobriram que a 

irradiação de cristais formados por pequenas moléculas orgânicas adequadas (chamadas de 

matriz) com um curto pulso de laser causou uma transferência de energia e o processo de 

dessorção, produzindo íons em fase de gás a partir da matriz.  De maior importância ainda, eles 

descobriram que se uma baixa concentração de um analito não-absorbante, como uma proteína 

ou molécula de ácido nucléico, fosse adicionada à matriz em solução e embutida nos cristais 

sólidos da matriz formados por secagem da mistura, as moléculas intactas não-absorbantes do 

analito também seriam levadas à fase de gás e ionizadas sob irradiação a laser, facilitando sua 

análise de massas (Griffin e Smith, 2000). 

Os componentes básicos de um espectrômetro de massas consistem de uma fonte de 

ionização (laser UV), um analisador e um detector. Para a análise, a amostra biológica (mistura 

de ácidos nucléicos) é misturada com um material (matriz), geralmente um ácido orgânico de 

baixo peso molecular com forte absorção no comprimento de onda do laser (Tost e Gut, 2003). 
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Cada amostra assim preparada é depositada em um bloco de silicone de um “chip” (que contêm 

até 384 blocos) para as análises subsequentes. O processo MALDI-TOF é então iniciado por uma 

dessorção a laser sequencial da mistura analito-matriz presente em cada bloco de silicone 

(Irwin, 2008). Os subsequentes processos físicos resultam na formação predominante de íons 

carregados positiva ou negativamente. Esses íons são extraídos com um campo elétrico e 

separados em função de suas massas moleculares e de suas cargas (Tost e Gut, 2003). As 

massas dos compostos de ácidos nucléicos são calculadas através do “tempo de voo” (TOF), 

que reflete o tempo que um composto laser-ionizado e acelerado requer para ser levado através 

do tubo de voo (1-2m de comprimento) do analisador TOF e alcançar o detector do 

instrumento. No detector, os compostos ionizados geram um sinal elétrico que fica gravado por 

um sistema de dados, sendo finalmente convertido em um espectro de massas (Irwin, 2008). A 

resolução da atual geração de espectrômetros de massa MALDI permite a fácil distinção da 

substituição de bases nucleotídicas com variação de massa de 1-7 KDa, o que corresponde ao 

tamanho de DNA de 3-25 nucleotídeos (Tost e Gut, 2003).  

Inicialmente, o MALDI-TOF MS era predominantemente aplicado para a análise de 

proteínas e peptídeos e somente mais recentemente passou a ser usado para a análise de 

ácidos nucléicos. 

A principal vantagem do MALDI-TOF sobre os métodos convencionais de análise de DNA 

é a velocidade de aquisição de sinal (cerca de 100 microssegundos para um sinal completo) e o 

fato de fornecer como resultado o peso molecular da molécula, uma propriedade física 

intrínseca de cada molécula. Isso exclui a utilização de padrões de tamanho. Os métodos 

convencionais de eletroforese para separação e detecção de DNA são significantemente mais 

lentos (Tost e Gut, 2003).  Finalmente, é possível a automação completa de todos os passos, da 
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preparação da amostra até a aquisição e processamento de dados, (Ross et al., 1998), dando 

ao MALDI-TOF MS um grande potencial para aplicações na análise de ácidos nucléicos em larga 

escala (Griffin e Smith, 2000). 

 

3.2.2 A plataforma SEQUENOM para genotipagem de SNPs 

A empresa SEQUENOM lançou o sistema MASSARRAY em 2000 como uma plataforma 

automatizada de genotipagem para a detecção de variações genéticas (SNPs) no genoma 

humano. O sistema baseado em espectrometria de massas tem se tornado uma das principais 

tecnologias para análises de larga-escala e medidas de alta fidelidade de variações na sequência 

de ácidos nucléicos (Graber et al., 1999; Jurinke et al., 2005). 

Desde então, este sistema tem sido aplicado com sucesso em estudos genéticos 

associativos de larga escala revelando genes responsáveis pela susceptibilidade à doenças 

(Bansal et al., 2002; Downes et al., 2004; Kammerer et al., 2004, 2005). Além disso, ele 

também tem sido aplicado a análises quantitativas de expressão gênica, sequenciamento 

comparativo, haplotipagem e análise dos mecanismos de regulação epigenética através de 

metilação (Beaulieu e Kosman, 2003; Stanssens et al., 2004; Tang et al., 2004; Honisch et al., 

2004; Ehrich et al., 2005). 

Os componentes do sistema MASSARRAY incluem: um robô de manipulação líquida para 

tratamento automatizado da amostra, um espectrômetro de massas MALDI-TOF otimizado para 

análises de ácido nucléico, juntamente com algoritmos automatizados por um computador para 

aquisição de dados e análises. Reagentes e protocolos são padronizados e a preparação da 

amostra é automatizada e simples (Irwin, 2008). 

Todas as aplicações do sistema são baseadas na amplificação alelo-específica, em um 
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volumes de 5 μl em microplaca de 384 poços. Adaptações para microplacas de 96 poços são 

praticáveis. Os produtos resultantes da reação de amplificação são utilizados para o 

processamento pós-PCR (MASSEXTEND ou MASSCLEAVE) (Irwin, 2008). 

Os produtos pós–PCR são condicionados e dessalinizados in situ através da resina de 

troca iônica e automaticamente transferidos para os “chips” (SpectroCHIP 384), sendo a 

transferência efetuada individualmente de cada amostra para um bloco de silicone específico do 

“chip”. Dois chips são analisados por vez no analisador MASSARRAY (Irwin, 2008). Os resultados 

para uma microplaca com 384 amostras são obtidos em menos de 5 horas e automaticamente 

carregados em um banco de dados que reconhece, analisa e permite a comparação entre eles. 

O analisador MASSARRAY, reduziu muito o tempo de análise de SNPs em grandes 

quantidades de amostras e criou uma ferramenta analítica de relação custo-eficácia 

extremamente atrativa para um operador não experiente. O instrumento utiliza um MALDI-TOF 

MS para análises exatas em alta-escala de DNA e RNA. As vantagens são a velocidade de 

análise, com um espectro de massas sendo gerado em milissegundos e a detecção direta de 

uma propriedade intrínseca da amostra: sua massa molecular (Irwin, 2008). 

Pelo fato das pequenas diferenças de massas poderem ser detectadas nesse sistema, o 

MASSARRAY pode conclusivamente distinguir genes parálogos concordantes, como no caso de 

muitos genomas complexos de plantas. Usando essa tecnologia é possível analisar rearranjos 

gênicos, eventos de duplicação e deleção tão bem quanto o produto da expressão de genes 

estreitamente relacionados (Irwin, 2008). 

As propriedades características que resumem as vantagens do sistema MASSARRAY estar 

acima das tecnologias convencionais são: precisão, flexibilidade, “throughput”, automação e 

custo-efetivo (Köster, 2002). Por essas razões o MASSARRAY se mostra promissor para se 
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tornar um método padrão de identificação e genotipagem de plantas, bem como medições de 

expressão gênica em níveis de baixa transcrição, características estas de grande importância em 

qualquer projeto genômico funcional de plantas (Irwin, 2008). 

 

4 Mapeamento genético em plantas 

Tradicionalmente são utilizadas populações provenientes do cruzamento entre linhagens 

endogâmicas, obtidas a partir de autofecundações ou retrocruzamentos sucessivos, para a 

construção de mapas genéticos. Nestes casos os métodos genético-estatísticos já são bem 

conhecidos e estão implementados em programas amplamente conhecidos, como por exemplo o 

MAPMAKER/EXP. 

Em contrapartida, existem espécies para as quais a obtenção de linhagens endogâmicas 

é impraticável devido à depressão por endogamia ou mesmo, ao extenso tempo na obtenção e 

avaliação destas linhagens (espécies perenes). Nesse caso, a solução encontrada para a 

obtenção de uma população de mapeamento é o cruzamento biparental entre genitores não 

homozigóticos, resultando em uma população de irmãos completos (Lin et al., 2003) ou 

populações F1 segregantes. 

 

4.1 Mapeamento genético em cana-de-açúcar 

No caso da cana-de-açúcar, uma estratégia que foi muito utilizada no passado para a 

construção de mapas genéticos, denominada duplo pseudo-testcross, consiste na construção de 

mapas individuais (um para cada genitor), através da identificação de marcadores polimórficos 

entre os genitores segregando em dose única (Grattapaglia e Sederoff, 1994; Porceddu et al., 

2002; Shepherd et al., 2003; Carlier et al., 2004). Com base nessa abordagem, mapas de 



Revisão Bibliográfica 

30 

ligação para S. officinarum (‘LA Purple’) e S. robustum (‘Mol 5829’) foram construídos usando 

marcadores RAPD, RFLP e AFLP em dose única (Guimarães, 1999). Entretanto, tanto do ponto 

de vista biológico como estatístico, é desejável a integração das informações contidas nesses 

mapas individuais em um único mapa integrado, possibilitando a visualização dos dados como 

um todo. Para isso é necessário a utilização de marcadores que estão presentes em ambos 

parentais, os quais são então utilizados para estabelecer relações de ligação entre os 

marcadores que estão segregando individualmente em cada genitor (Wu et al., 1992; 

Barreneche et al., 1998; Garcia et al., 2006; Oliveira et al., 2007). 

Com a utilização dessa abordagem para a construção de mapas genéticos integrados foi 

possível a utilização de marcadores em diferentes tipos de segregação que não eram utilizados 

na estratégia anterior (duplo pseudo-testcross), aumentando assim a saturação do mapa e a 

cobertura do genoma. Para espécies poliplóides como a cana-de-açúcar, os marcadores 

codominantes são úteis para reunir os grupos de co-segregação em seus respectivos grupos de 

homologia (Da Silva et al., 1993; Grivet et al., 1996). Além disso, outra vantagem apresentada 

pela utilização de mapas genéticos integrados é a localização de QTLs com maior precisão 

(Maliepaard et al., 1998). 

Diversos trabalhos abordam a construção de mapas genéticos integrados em populações 

F1 segregantes (Ritter e Salamini, 1996; Maliepaard et al., 1997; Ridout et al., 1998). Porém um 

fator limitante da metodologia apresentada está na impossibilidade de caracterizar corretamente 

as fases de ligação entre marcadores. Wu et al. (2002a) propuseram um método baseado em 

máxima verossimilhança que permite estimar simultaneamente a ligação e as fases de ligação 

entre diversos tipos de marcadores moleculares. A disponibilidade de um mapa em que as fases 

de ligação foram corretamente estimadas é extremamente importante para o mapeamento de 
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QTLs, pois permite a aplicação de uma abordagem mais robusta na caracterização das fases de 

ligação entre marcadores. A imprecisão na caracterização das fases de ligação pode levar a 

sérios vieses para a estimação de posições e efeitos nessas populações (Lin et al., 2003).  

Essa abordagem foi utilizada por Garcia et al. (2006) e Oliveira et al. (2007) na 

construção de mapas genéticos integrados utilizando um cruzamento biparental de cultivares 

pré-comerciais de cana-de-açúcar (SP80-180 x SP80-4966). Os resultados obtidos pelos autores 

foram muito superiores em termos de aproveitamento dos marcadores genotipados e robustez 

do mapa, quando comparados àqueles obtidos pelo emprego do programa JoinMap (que 

emprega a estratégia duplo pseudo-testcross), indicando a maior eficiência na estimativa de 

ligação e fases de ligação do método proposto por Wu et al. (2002a).  

A abordagem de Wu et al. (2002a) foi implementada no programa OneMap (Margarido 

et al., 2007), o qual permite a construção de mapas genéticos em progênies de irmãos 

completos. Em uma versão recentemente liberada (04/2011) na página web deste programa 

(http://brieger.esalq.usp.br/CRAN/web/packages/onemap/index.html), foi implementada a 

abordagem multiponto, baseada em cadeias de Markov Ocultas (Lander e Green, 1987; Jiang e 

Zeng, 1997; Wu et al., 2002a; Butcher et al., 2002). 

Apesar das melhorias obtidas na construção de mapas genético-moleculares com o uso 

dessa nova abordagem de análise em possível que segregam nas proporções 1:2:1 ou 1:1:1:1 

para espécies diplóides (Wu et al., 2002a). Isto se deve às características dos marcadores 

moleculares utilizados até o momento para poliplóies, para os quais não é possível conhecer a 

dosagem alélica exata de cada loco. Isso se deve há duas razões: uma relacionada à técnica 

utilizada para a detecção do polimorfismo e outra associada à complexidade genético-estatística 

para o mapeamento de locos em dosagens múltiplas. 

http://brieger.esalq.usp.br/CRAN/web/packages/onemap/index.html
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 A presença de alopoliploidia em cana-de-açúcar também dificultou a determinação e uso 

dos locos em dosagem múltipla, e até o momento há poucos trabalhos que tentaram construir 

mapas genéticos com marcas apresentando diferentes dosagens no genoma (Da Silva et al., 

1993, 1995; Ripol et al., 1999). Sendo assim, torna-se difícil a obtenção dos grupos de ligação e 

a ordenação dos marcadores nesses grupos quando são construídos mapas genético-

moleculares para cana-de-açúcar, resultando em mapas pouco saturados, apresentando menor 

cobertura do genoma. 
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OBJETIVOS 

 

Geral 

 Construção de um mapa genético molecular funcional para cana-de-açúcar, integrando 

novos marcadores moleculares funcionais do tipo EST-SSR e SNPs  

 

Específicos 

 Participação no desenvolvimento de marcadores moleculares do tipo EST-SSR e SNP a 

partir de buscas realizadas no banco de dados de sequências expressas de cana-de-

açúcar (SUCEST) - Artigos I, II, III, IV e V; 

 Otimização da metodologia de genotipagem de SNPs utilizando espectrometria de 

massas – Artigo V; 

 Identificação da segregação 1:2:1 em SNPs presentes em dose única – Artigo V; 

 Construção de um mapa genético molecular integrando os marcadores EST-SSRs e SNPs 

presentes em dose única, desenvolvidos neste trabalho, para a população F1 obtida no 

cruzamento IACSP 95-3018 x IACSP 93-3046 – Artigo V. 
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Additional file 1: 

Description of EST-SSR primer pairs characterized in sugarcane. The table presents the markers characterized in sugarcane, as primer sequences, 
annealing temperatures, number of alleles, expected size, allele range, Polymorphism content and power discrimination. 

 

EST-SSRa Motif Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Tm (°C) Ab E. size (bp)c A. range(bp)d PICe DPf 

SCB168 (atc)5 CAGCAGCAGCAGTCTTCGTT GAACTGCGCACCGAAAGA 56.4 2 126 150-170 0.36 0.69 

SCB171 (cat)9 GCTTCTTTCTTTTCGTCACACC TCACCTGACCACACCTCTTTTT 56.4 6 174 240-300 0.79 0.95 

SCB174 (agg)5 GGAGATGCTGCGGAGGTGGTT GCCGCTTCCTCATCATATTCTTCTC 61.0 6 209 200-230 0.78 0.97 

SCB180 (cta)5 GGTCCCTGAAGATGAGAGTGAG CCCATGCATGTAGGTAGGAAT 61.0 2 169 210-220 0.33 0.66 

SCB181 (gct)8 GGCGGCTGCTTCTGGGTTTGT GGAAGCCGAGGAGCACGAGGAT 61.0 9 174 220-300 0.82 1.00 

SCB184 (agc)5 GCGTCCACCGGCACCACCTT CATCCCATCCCGGCACAAGAAGA 62.7 4 153 160-180 0.67 0.86 

SCB186 (gat)5 CCTTTGCTTTTTCCCCTTTTC GGATTACCGTTAGTTCACCCTGTC 58.9 3 214 200-210 0.53 0.75 

SCB187 (ttg)5 CGCTCTTCTTTTGTACAGTTCATC GCTGCTACTCCGACCTTACC 54.2 2 205 250-260 0.28 0.42 

SCB188 (gaa)6 CACCGAAGAAACGCCAAAGA TTCTTCTCACCATCAGCTTCAACAG 58.9 3 201 190-200 0.58 0.81 

SCB189 (tca)10 GTAAGGAAGAAGCAACAAACAACAG GATTCGATGCAACTCTCCTGTAAA 56.4 7 204 280-300 0.79 0.97 

SCB190 (tct)8 TTCCTTCTGTCACCATTCATTTG CCCCTCGATGCTGATTGTTAC 56.4 9 259 250-310 0.84 0.98 

SCB191 (gct)5 GCGCCATCAGGGAAGCCAAAAC GCGCGTGCGAGCAGATGAAC 62.7 3 215 250-260 0.59 0.79 

SCB192 (gcg)5 TGGTTGTCCTTCTCCCTTGTGTT CCCCACTGTCATCCACTCCTTC 58.9 2 165 180-190 0.36 0.74 

SCB193 (ttc)6 TTTTGAAGAGAATGTGGACGAG AGCCAATTACAAACAAAAGGTG 61.0 2 153 160-170 0.37 0.49 

SCB194 (atg)7 ATTAACCATCTCGTGTCCCATTCC TCATCATCTTCGGTGTCCTCTTCA 61.0 3 176 200-230 0.59 0.68 

SCB195 (cgc)6 TTCTCGCCGACGCTCACTCC CTGCCGCCCCTGTTCGTG 61.0 2 338 340-350 0.37 0.39 

SCB201 (gag)5 CGCGCCATGATCCTCCTGT ATTTCCTCCCTTGTCCCCTTCC 62.7 3 170 200-210 0.55 0.53 

SCB204 (cat)8 TGCTTCTCGTTGTTATCTTCACC TGCCAAGTTTACAGAGGAGGAA 61.0 2 150 160-170 0.37 0.37 

SCB207 (ctc)7 CGCTTGCCTACCTCGTCTTCTCT CAGGCGAGCGGGATTGGTA 62.7 8 149 160-200 0.80 0.95 

SCB208 (atg)10 TGCAGTTGATTAATTTAGGGTGGTG CTCAGAAAACAAAATCAAGGTCGTC 61.0 11 194 150-200 0.85 0.97 

SCB210 (agg)8 GGAGGCCGAGGACAAGGTAGAG GCAGCGCACGAGCAGGTC 62.7 2 190 200-250 0.37 0.73 

SCB213 (tcc)6 AGCCGTCAGGGGTCAGG ATTCGATGGAGCCTGAGTGAG 64.7 5 150 160-200 0.74 0.98 
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EST-SSRa Motif Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Tm (°C) Ab E. size (bp)c A. range(bp)d PICe DPf 

SCB219 (ctt)6 CTCCATGGCCATCGCTGCTCTG TTCTTTGGTGGTTGGTGGCTGTGG 62.7 6 151 150-180 0.78 0.92 

SCB221 (ctc)5 GTGATGGCGCCCTTCTGCT CCGATCCATGGGGGTTCAC 61.0 7 253 260-310 0.77 0.94 

SCB222 (aga)6 TGGGCCGTTGCGTGGGTTGT GGCGGGCGCAAGAGACTGGA 61.0 4 270 270-290 0.70 0.84 

SCB225 (gca)6 GCCTAATGCCATGCCCCAGAG AGAACCGAACCTGAACTCCGATGTG 56.4 7 208 240-280 0.71 0.93 

SCB226 (cgc)5 GCGGAGCAGGCGGAGTG GCGGTGCCGTGGGGATTA 51.3 5 195 200-230 0.75 0.96 

SCB227 (gat)9 GGGGGAGGACGACGACGAGGAC CACCCTCGCCATCATCCTCCATTT 63.9 6 215 210-240 0.72 0.96 

SCB228 (aga)7 CTCCTACGTCTGGCTCCTCCTGTC GCGTGGTGTCTTGCCTGTGG 64.7 3 213 260-280 0.42 0.54 

SCB231 (tca)6 CTCGTCTTCCTCATCGCTGTCTTC GCGATGAACTGGATGATGACTCTG 61.0 2 161 160-170 0.35 0.69 

SCB232 (ggt)5 GGCAAGTGGCAAGGGGAGAT GATTAATTACCCCAACCGCCAGTC 61.0 2 126 150-160 0.37 0.95 

SCB234 (ccg)7 CAACTTCGTACCTACACCAACACC GAACGAGAACCACGCTGAATAACT 56.4 2 199 210-220 0.28 0.61 

SCB236 (tga)5 TCTTTTGGTCCTCATCCTGGTTTGT TCTGGGCCTCTATATTCTGCTGTGG 63.9 3 177 210-250 0.55 0.80 

SCB240 (cag)6 GAGAAGCAGAGCAGCGGGTGGTG TGATCACCACGCAGCAGAGGAACC 61.0 2 333 320-330 0.25 0.43 

SCB241 (aag)6 GGCGCTGTTCCAATTTCCACTG GCAGCAGCGCAGCCAGAGA 58.9 2 271 340-350 0.36 0.74 

SCB243 (tac)6 ATATGGAGCTCCGTCTTCTTGTTA CCGTAGCTGGGGGTTGAGA 62.7 10 178 180-220 0.87 0.99 

SCB246 (gat)6 CACCAGAAACCGATACAACAAAGAC AGCTCATCAATTCGTCCTATCACAC 61.0 10 142 140-190 0.87 1.00 

SCB248 (cat)8 CACACGCATGCCACCAACTC AAGAGGGGAAAAAGGTTGAGTGTG 61.0 6 330 330-350 0.73 0.82 

SCB250 (ccg)5 GCGGGGCGGTGGACGAC GAGGATGACGACGGTGAGGAAGGAG 62.7 2 147 160-170 0.34 0.53 

SCB252 (gct)5 CCCTTTTTGCTGCTTTCTCACTTT AGTCTCCTCCCGCTGTGATTG 50.4 6 191 190-240 0.75 0.91 

SCB253 (tta)5 AGAATGCGATCCTTGACCA AGCTATACTTGACCTCGCATTAC 54.2 4 282 300-330 0.60 0.82 

SCB254 (cat)6 TATGTCGCTCCGTGGGCTCAG CAAGTTCGGTGGCATGATAGGAGT 51.3 6 213 240-290 0.81 0.93 

SCB256 (ggt)5 GGTGTGCGTGGACGGAAGTGAGG GGCAGCAGGAGGAGGAGCGAGAA 64.7 8 227 230-270 0.84 0.96 

SCB257 (gtg)6 CCCTTACCTCGTCGCAATCCTG AACAAATAACGATCCCGGCACCTAA 64.7 3 233 240-260 0.59 0.06 

SCB259 (aac)6 AAACGACAATGGGGGAGAGG TTATTTGTGCCGTGGTGTTGTAGT 62.7 13 244 240-300 0.86 0.98 

SCB262 (tgt)7 TTTTATCTCTAGCCTACCCCAACT TGCATCAACATAACACATCCAG 62.7 5 258 220-290 0.75 0.84 

SCB263 (gtt)6 TTGGCAATTGGAAGGGAAGAT TGTAGGAGAGGAGGCAACGAC 62.7 10 186 170-200 0.87 0.92 

SCB265 (ctc)9 CGCGTTTTCACAGCCCTCTCCA CCGCCGCCGCCTCTGC 58.9 7 149 170-190 0.83 0.94 
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EST-SSRa Motif Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Tm (°C) Ab E. size (bp)c A. range(bp)d PICe DPf 

SCB266 (cgc)8 GATGGAGGTGGAGACGATGCTGGAG CGGAGGAGGCGGGGACGAA 62.7 3 149 130-140 0.50 0.52 

SCB267 (ctt)5 CCGGCCACGACGAGGGAGAG GTGGCGGAACCGGTTGATGAAGT 63.9 5 150 150-160 0.75 0.90 

SCB268 (cct)5 CCCCCGGTGGTGAGCAG CGACGGCGGCGAGGTAG 63.9 5 150 150-180 0.76 0.60 

SCB270 (cac)6 CCAACCCCCGCCCCTCCTC TCGTCGGCGCGGCAGAAGAT 62.7 10 152 130-170 0.85 0.96 

SCB271 (gat)6 TTGGTGGAGGGGCTGGATGATGAC CGCCGGGCCGTACTGACTCTG 62.7 8 153 200-300 0.83 0.96 

SCB272 (gtg)5 GTGCAAAGACGAGGATGAGAA ACTGCCGCGTCAACCAC 62.7 7 153 200-290 0.81 0.63 

SCB273 (cag)9 CGACGCCGACATGCCTTCAGT CTCCACGTTGTCCGCCCATACCT 62.7 8 154 180-290 0.79 0.91 

SCB275 (gga)5 GTTCCCAGGATCGTTGTCGTTTTTG CCTCCTCGTCCACCGCCACTT 61.0 5 155 150-170 0.70 0.63 

SCB276 (tgg)6 ACTTGCTGCTAATGATGATGTGG ACTAGGCGTGTTGGGGTCTG 63.9 4 157 240-300 0.69 0.66 

SCB277 (ctt)6 CTCCTTCTTCTTCTTCTTCTTCCTC GCTGCCCTAACGCTGCTC 62.7 3 159 250-290 0.55 0.78 

SCB279 (tga)6 AGAGGGAGGACAACAACAGG CTCCAGTCCCAGCATAAAGAT 61.0 7 163 140-170 0.81 0.88 

SCB281 (gcc)6 TCCCGTTCGGCCGTTCACCTC CCGATCATCTTGCCAACCCCTTCA 56.4 8 165 190-300 0.84 0.95 

SCB282 (tgg)5 CGCGCTTTGTTTTCTCCTTC CGCGCACCCCGTCAG 62.7 6 166 170-200 0.81 0.54 

SCB283 (ctg)5 GCTTCCGCATGCACTCCTCCAC GACGCGCCCTGCTCCTACGAC 62.7 5 169 180-230 0.62 0.82 

SCB285 (tcc)6 GTAATCATCTTGCCCTCCTCTCCTC GAACTGCTCACTGGCTCCTCTCA 61.0 9 170 170-250 0.86 1.00 

SCB286 (ctc)5 CACGCCGCCGGGAAGGAT CGAAGGCGGCGGTGGAGAC 62.7 7 170 180-240 0.79 0.82 

SCB287 (agg)6 AACGGCGGCGGCATCAGTG CATCCCGTCGCCGCTCCTCT 61.0 6 125 140-200 0.77 0.90 

SCB288 (aag)7 GAGCCGCGCAGCAGCAGAA GCCATCGTCATCATCATCACAATCC 56.4 6 173 190-270 0.80 0.95 

SCB291 (ggc)5 GCCTTCCCGTCGCTCTTACC CCCCCTCCTCCTCCTCCTCT 62.7 5 177 200-210 0.71 0.86 

SCB292 (gcc)6 CCGCGCCGTCCTGGTC CTAGCACGCCGATTCAAGAGCA 58.9 13 181 160-200 0.88 0.99 

SCB293 (ggt)7 GCGGCTTCTGCTCCTGCTCCTC CTGTCCGCGGCGTCCATCC 62.7 2 184 180-190 0.37 0.11 

SCB294 (cgg)11 CCCCGCCGCCGTCCATCT CGGCCCCGGTCTCCTCTCG 62.7 5 185 190-250 0.72 0.90 

SCB295 (ccg)5 GGTGTACTCCATATCCTTGCTGAAA GCGCGGCGGTGTTGA 50.4 3 188 180-220 0.59 0.71 

SCB296 (gca)5 TGCGGCACCTTCTTCCTCAA GCACGGCGGCTCACCTC 63.9 4 190 200-210 0.67 0.75 

SCB297 (tcg)5 CGTGGTTGGCCTTCTCGTC CCGTCGCCTCTGGTTCG 62.7 7 192 200-290 0.83 0.81 

SCB298 (acc)6 GGGAAAGGGGAATGGGGAGAGG CCGAGCTGGGGAAGAAGACAAGAG 63.9 6 127 180-230 0.77 0.88 
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EST-SSRa Motif Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Tm (°C) Ab E. size (bp)c A. range(bp)d PICe DPf 

SCB299 (aga)6 CGCCGCCCTTCCGTCTCC AGCAGCAGCGTCCACATACTCTTCC 50.4 7 194 220-280 0.78 0.92 

SCB300 (tct)5 CACCCGGCTTCCTCTCCCAGTCTC ATCCTCTTCCGCCCTCCCTCTCG 62.7 12 196 190-210 0.88 0.99 

SCB301 (tgt)8 TTTGTGTCTCCCTGTTTCTCGTCTC TTCCCGCAAATGATTCTATGTGG 61.0 5 196 210-260 0.74 0.98 

SCB302 (agg)10 ACCCACGCGTCCGAAAACACA CTCTCACGCCGCTCGCTACACTCT 52.5 2 197 200-220 0.36 0.47 

SCB305 (atc)5 TGCCCTGTAAACACGTCCAAAAG CTCAAACCACCCCCGAAGATAGA 61.0 3 201 230-250 0.57 0.51 

SCB306 (cgc)6 CGCCGTCGCTCCTTCT AAAAACCCTCTACGACCCTAAG 63.9 2 202 210-220 0.25 0.36 

SCB307 (cgt)5 GCCCCCTCCTCCCTCGCTTTTC CACCGCCACCGCCACCTGT 62.7 4 207 200-230 0.59 0.83 

SCB309 (agg)8 GGCGGCGAAAACCCTCAAA CGGCGCCGACCTCCTCTA 62.7 7 208 180-220 0.79 0.97 

SCB310 (cag)5 CACCCCCGTTCCCAGCAGAGC ACAGGAAGGACGCCAGGATGACCA 64.7 4 209 230-260 0.66 0.86 

SCB311 (gcg)12 CGACAAGCGGACGAAAAGAGG CCGCGGTGGAAGGATGGT 62.7 8 211 180-250 0.85 0.99 

SCB312 (tcc)7 AGTCCGTCGCCGTAATCATCTTG GCACCTCCTCCTTTCCTTCCTTATT 64.7 11 215 200-290 0.89 0.99 

SCB315 (gct)5 TGCTGGCGCCAAAGACCT ACTGCTCGCTCTAAACCCCTGTG 61.0 10 218 210-240 0.87 0.94 

SCB316 (aga)5 GCTGCGGATGCTGTTAGTGGTGA TCCTTCCCCTGCTTCTTGCTTTTCT 64.7 11 218 240-300 0.88 0.98 

SCB317 (cac)5 CTCCCTTCTCCCCTCTTCCCTTGTC AGCGCTAGCCCGTCCGTGTTG 62.7 12 219 190-230 0.81 0.94 

SCB320 (gag)6 CCCGACGTCGATAAGGAG CGGGAGGATGTTGCTGAG 58.9 14 225 220-260 0.90 0.99 

SCB323 (ctt)5 TGGTCGTCGGAGGTGGAG CACGGGCGTCAACTGGAT 62.7 7 234 240-300 0.77 0.84 

SCB324 (agg)7 GCGAGAGCCAAGAACCAG GCAGACGGGGCAGAGAA 58.9 6 239 NA 0.79 0.85 

SCB329 (ccg)8 CGCCACCGGAAAAACC CAGACTGCAAGAAAGGAACCA 52.5 14 246 NA 0.91 0.94 

SCB330 (agg)6 ATTTCTCAGTCCCTCCTCCTCCTCA GTAGAAGTCCGTCGCCGTAATCATC 61.0 11 255 200-290 0.88 1.00 

SCB332 (tta)5 GCACCAACACCTACAACATCAAGT CTGGGGAAGGTACGGAACAAG 63.9 5 257 NA 0.70 0.88 

SCB336 (cac)6 CGACCCGTCATCCAAAAT TGCCCTTACCTTCTGTCCA 56.4 8 278 NA 0.78 0.94 

SCB337 (tgt)10 CGTGCCTGAACCGTGACC GGAGCAGCATCAAGAAAAGAAAC 56.4 4 279 NA 0.69 0.77 

SCB341 (act)5 GTGTGCGCCTAAAACTGAACCAAC CAGCAGATGAGCAGACGAAGAAGAA 61.0 3 294 NA 0.45 0.48 

SCB343 (cca)7 AGTAGCTCAAGGACAGGGACAG GAGAGCGGAGAGGATGGTG 63.9 12 300 NA 0.89 0.99 

SCB344 (atg)13 ATGCGGCTCGATATCTTGTTGG CTCCTCCTCCTTCTTATTCACCTCA 61.0 18 126 130-180 0.92 1 

SCB345 (cca)6 CCGACGTCGCCGCCAATGTAG CCACGGGGGCAGCAGGAAGTC 56.4 2 305 NA 0.21 0.30 
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EST-SSRa Motif Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Tm (°C) Ab E. size (bp)c A. range(bp)d PICe DPf 

SCB347 (cag)5 GCCTTACATCAACAGCATCAACACG AGAAGATCAAGCTGCAGGAGAACCA 61.0 4 317 NA 0.59 0.65 

SCB353 (aag)5 GTCCGGCCCGTCCACACTCC CGCCGGCGCCAGACTCC 63.9 5 124 NA 0.73 0.45 

SCB354 (ctc)5 CGCCGCCCCTGCTGGTG TGGTGAAAACTACGGCGTGGAACTG 61.0 4 138 NA 0.65 0.79 

SCB358 (gag)7 AAACTGCTTGTGGGTGTGG CGCAGAGGCAGAGGTGAT 62.7 9 168 NA 0.86 0.96 

SCB360 (gga)6 CCACAAACGCACCTCAAGAAGTCAA GGCAGCGGAGGACGACGACA 63.9 10 236 NA 0.85 0.94 

SCB361 (gat)7 TGCCACCAGAAACCGATACAAC AGAGGAGAGGGGAGGGAGAGC 63.9 9 296 NA 0.85 0.92 

SCB362 (ctc)7 AACTTCTCTTGCTCCCTCCGTCCTC GGCGCGTCTGGTCCTGTGG 56.4 3 278 NA 0.58 0.72 

SCB365 (cag)5 GTACGGAGCGCAGTGTAGGT CACCGCCTTGTACTCCAAAT 61.0 10 227 280-190 0.82 0.93 

SCB370 (tct)7 CTGGTCGCAGTACTTGATCG CCTTCCTTGGCCTCTTCTCT 61.0 14 195 310-250 0.89 0.99 

SCB371 (gaa)5 GCAACCAGCTAATGAGACGA GCGTGGAGGAAGAAACAGAG 52.5 12 271 290-250 0.90 0.99 

SCB373 (tta)6 TCCATCCATCCTCTCCACTC CTCTTGGTTCCCCTCACAAA 61.0 13 157 190-150 0.88 1.00 

SCB374 (tcg)6 CTCCTTGGCTTGCTCAAAAC AGCTGCTTCGTATTGCTGGT 61.0 12 278 190-150 0.89 1.00 

SCB375 (gca)6 TGTCGGCGGAGTTCTCTACT AGCTGTAGCCCCAACTGAGA 61.0 8 287 320-250 0.81 0.94 

SCB376 (atg)7 AGACGCTATCTGTGGGGAGA GTATTATGCCCGCTCCTCTG 61.0 7 180 190-160 0.78 0.95 

SCB377 (tgg)5 ATAAGCACTGGCCATTCCAC ACCTTGCTGGTTCAAAGGTG 51.3 2 161 210-200 0.34 0.52 

SCB378 (gca)6 ACACAGGTCCCACCTGGATA CTGAGGAACAGGATGGTGGT 63.9 9 204 230-200 0.88 0.95 

SCB379 (gct)6 GTGCACAAGCAATCATCACC CAAGATGCCAACAGCCAGTA 51.3 2 270 300-290 0.25 0.31 

SCB380 (ggt)6 CTCGAGGAGGAACTTGATGG AAAGCTCACCTCATCGCATC 61.0 6 252 330-290 0.77 0.88 

SCB381 (tac)8 TGGAGCTCCGTCTTCTTGTT GCTAGCCCGTACATTGGGTA 61.0 14 248 260-210 0.88 0.99 

SCB384 (aga)7 TTGAAGGTGATGGGGAGAAG TTACCGGACTCTTCGGTTTG 54.2 6 157 180-160 0.80 0.85 

SCB385 (gta)5 ACCGACCAGCTGTTCCTCTT CCAACTCGGTCATCTCATCA 61.0 11 175 190-170 0.82 0.99 

SCB388 (gga)6 AGTACGCTAACCGTCCGTTG AGTGGGAGTCCTCCTCTTCG 51.3 6 228 330-290 0.74 0.94 

SCB393 (ccg)7 TCTATGCAGATCCACCACGA AAGGGAATTACCCCAAGCAG 62.7 12 197 210-190 0.86 0.84 

SCB395 (ctc)5 ACGACCTCGTCGAATCCTTT TCCTCCTGAATGCACTCCTC 61.0 5 207 220-200 0.71 0.88 

SCB397 (gtg)8 CTGTGGGACTACTCGCCTTC GGAGGAGGCTGTGATTAGCA 61.0 6 235 230-210 0.80 0.95 

SCB400 (gtg)5 GCCTGGTGAATCCAACTGAT CTCCACGGCCATTAGGATAG 61.0 10 183 210-160 0.84 0.95 
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EST-SSRa Motif Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Tm (°C) Ab E. size (bp)c A. range(bp)d PICe DPf 

SCB401 (cta)5 AAGAAACCTTGCCTGGGTCT GTTCATCATCTCCAGCAGCA 61.0 4 285 290-280 0.66 0.67 

SCB402 (cat)5 AACCTGCAATAGCCCATGAC TGACATCTGAGTTGCCTTCG 61.0 2 219 320-310 0.33 0.52 

SCB403 (cat)5 GTTCTCCTCATCAGCTGCAA AGAGCCTCAGCTCTGCTCTG 50.4 4 252 330-320 0.57 0.82 

SCB404 (gct)7 TGTGAGGATCGGAGTACGTG GGCATATACACACGCCACTG 61.0 9 197 210-180 0.84 0.92 

SCB405 (atg)7 TGGCCGTAGGGAAAGATATG TCGCAGCATCTTCATCAGAC 50.4 2 268 280-270 0.38 0.00 

SCB407 (tca)6 ACGCAACTCGCTGAAGGTAG GTCCTTGGTGGAATCTGACG 61.0 2 270 190-150 0.36 0.42 

SCB408 (gag)5 GACTTGGACGACGACACCAG CGCATAGCTAGCCAAGATCC 61.0 10 258 310-230 0.84 0.89 

SCB409 (gcc)9 ACCGGAAAAGCCAGAGACTT GTCGTCCATGTGATGTGCTC 51.3 8 182 190-120 0.79 0.98 

SCB413 (aca)6 CCATGTCTCTTTGGTTCCTG TCTAGCCTACCCCAACTTGC 61.0 7 156 170-150 0.78 0.89 

SCB416 (tgt)8 TAGCCTACCCCAACTTGCTT GGCCCTCCATATAAGTTCTG 51.3 2 163 170-160 0.26 0.29 

SCB417 (att)5 GGATTGCCGAGGATCTACAG ATACAGGCGACCATGGATTC 61.0 6 193 210-180 0.66 0.78 

SCB418 (tgt)5 GTTTGCCTACCCCAACTTGC TAATTCCTGCACCTCCTTGC 61.0 2 169 180-170 0.35 0.54 

SCB419 (tgt)8 CCCTTTGTGTGTCTCCCTGT CCAGAGGTGGTAAACCTTGC 61.0 4 159 170-150 0.69 0.84 

SCB422 (gat)7 GCCTGCTATTTGCTCGATTC TTTGGAGCACCCTCTCAATC 61.0 9 220 240-210 0.84 0.97 

SCB423 (ttg)5 CCATGTGGCTTCCTGAAACT ACAGGCACTTCAAGGGAAGA 61.0 15 233 300-250 0.88 0.99 

SCB427 (acc)8 GGACATGCTGCTCCCTACAT AGGAGGACTGGTGGTTGAGG 62.7 8 211 220-190 0.80 0.63 

SCB428 (gaa)9 CTGGCCTCAAGAGGAAACTG TTCTGCGTACTGGTCGATGA 61.0 9 302 300-260 0.86 0.98 

SCB429 (gag)5 ATGCCCATGAGAAGAAGCTC GAAGAAGCGCTCCAAACAAG 61.0 9 189 200-180 0.80 0.91 

SCB430 (cac)6 TTCCCTCCAAACTTCCTCCT GTCCGACATCTCATCCTCGT 61.0 9 294 220-180 0.82 0.86 

SCB431 (gaa)5 CAAGGACAAGGTGCTCGTTT CGGGTACGGATATGGGTATG 61.0 12 253 270-220 0.86 0.98 

SCB432 (cca)5 GCGTCCGATAGCATGTAGGT ATGTGTCTCAGGGTGTGCAA 54.2 4 256 330-260 0.63 0.29 

SCB433 (cct)5 CCGGACTCCCACTCTCCAAG CATGGTGCCGCCTAGTGTAG 61.0 6 156 250-210 0.74 0.73 

SCB434 (tgt)6 TCTAGCCTACCCCAACTTGC TCTCTTGAAACGGCACCTTC 64.7 12 259 310-250 0.89 0.99 

SCB435 (atg)5 GCTTCTGCTGCTACGAGACC GCACTTGCACGACCAGACTA 61.0 6 201 220-190 0.78 0.92 

SCB436 (gag)5 AGTACGCCTGAGTCCTGACG AGGTGCAAGGGCTGATAGAA 61.0 13 181 280-180 0.90 0.96 

SCB437 (cgg)12 ATAGAACTTCCCCTCTGACC GACTGTTACGGGGTCTCTTC 50.0 5 291 310-290 0.69 0.90 
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EST-SSRa Motif Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Tm (°C) Ab E. size (bp)c A. range(bp)d PICe DPf 

SCB438 (ggt)5 TCCGATCCTACTGGTGGGTA TTGTAGTTGGCTGCACCGTA 61.0 5 299 320-290 0.74 0.81 

SCB439 (cca)5 CCCATACCCAAACTGCCATA TTGCTGTTCAGTTCGCTACG 61.0 9 277 290-260 0.86 0.87 

SCB440 (cac)9 GGAAGAGGAGGCTTCGAGAT CAGATCCCCGATACAACCAG 61.0 7 286 170-130 0.76 0.88 

SCB441 (acc)7 GATGCTTCTCCTCCGTCTTG AGACAGAGCAAGGCGATCAT 61.0 8 165 170-120 0.80 0.95 

SCB442 (agg)5 ACACACACCTCGTCTTGCAG CCATGTTTGGGCTATCACCT 61.0 6 285 310-280 0.69 0.92 

SCB443 (aga)5 GTGAAGCCGGTGAAGGAG GTCTCAGCTCCCTTGCTGTC 63.9 3 233 240-220 0.59 0.29 

SCB445 (cag)6 GAACCAAGAACAGGAAGC GATCGTCGTCTAACCTTGTG 61.0 2 192 190-180 0.37 0.37 

SCB446 (cag)6 GCTACCAAGCAGGCTATCCA CAGCATCCTTTCCAGAAACC 61.0 4 187 190-180 0.58 0.82 

SCB447 (gcc)10 CCCCCTGCCTCCTACAGT GTGGTGGGTGTCAGTTTGC 61.0 6 281 330-310 0.78 0.99 

SCB449 (cta)5 AAGAAACCTTGGCTGGGTCT CCCTCAACGAAAGGTAGGTG 50.0 2 251 260-250 0.37 0.11 

SCB450 (gta)5 CCACCTACTACCTCGCTTGC TGTCCGTGTTCCACTAGACG 61.0 9 182 190-170 0.83 0.94 

SCB451 (tag)5 AGACTGTAGCGCTTGAACCA GCAGTCTGCTTGATGTGTGAG 61.0 9 169 200-160 0.76 0.92 

SCB452 (agt)5 CTGGCAACCTACCAGCAAAT TTTCGCTCTTGGTCGACTCT 61.0 4 288 300-290 0.59 0.63 

SCB453 (tat)6 GCCTAGCGAATCCAAATC GAAATAGCCGCAACTTCG 50.0 4 197 220-190 0.47 0.67 

SCB456 (atc)5 GCAGCTAGCAGCAACAAGAA TGGCTACAACTTCGGCTGAT 61.0 7 173 190-170 0.64 0.69 

SCB457 (atc)10 TCCACCTCTTCCCAAAACAC CGGTCAGAGTGGGTTCACTT 61.0 8 154 170-140 0.81 0.82 

SCB458 (atc)5 CCGTACGTGCATCTCTCTCA TCATGCAGTGCAGAGGAATC 61.0 5 279 280-250 0.65 0.67 

SCB459 (gga)5 TTTAGCGACGGCGAGTCTAT CCTCGCTCTCCTCTCCTCTC 61.0 2 150 180-140 0.23 0.29 

SCB462 (gat)5 TGGGAATGAGGAGGAAGATG TCCTGCATGTAAGCAACCAC 61.0 7 250 270-230 0.80 0.85 

SCB464 (tcc)6 GTTCCTCAGCCCTAGCTTCC CGGATCGCCACCAGTAAGTA 61.0 4 189 190-180 0.47 0.58 

SCB466 (gac)6 AGCAGCAGAATGAAGCGTGCCA CGACAGGGAGAGGGAGAGCAGG 63.9 16 204 240-180 0,92 1 

SCB467 (ttc)5 GTTTCCAACCCGTCTGCCTGCC ATTGGGCGCAAAGCAACCCTGT 58.9 5 275 300-260 0,69 0,75 

SCB469 (cct)5 GTCGTCATCGCCACCACCAGTT CGACATGTACCTCGCGCCATCC 63.9 4 237 330-310 0,73 0,75 

SCB472 (gag)5 ACAAACAGGCCTCGGGTCCTCA CGCTTGTGGATGTCGCCGATGA 65.0 3 183 200-180 0,6 0,6 

SCB474 (cca)5 GATCAAGGGCGCCAAGGGTTCC CGCCTTTGTGCTCCTCTGCAACT 62.7 9 152 170-140 0,85 0,63 

SCB476 (ggc)7 CTTCTCGGTTTCTGACTTGTTCCG TGGCTGGGGTTGACGTAGATGG 61.0 7 265 290-260 0,68 0,71 
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EST-SSRa Motif Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Tm (°C) Ab E. size (bp)c A. range(bp)d PICe DPf 

SCB477 (ggc)6 GACCCCGTCATACCTGCACCGA CGGTCGATCGGAAGCTTTCCCC 58.9 9 192 230-190 0,85 0,99 

SCB478 (aga)5 CACGGCATGGCAATCAGGTGTG GGGTTCTTATCCCTCGTATCCAGTC 58.9 4 199 210-180 0,64 0,78 

SCB480 (acc)7 AGGCCAGCTCAAGGCCAACAGA CTTTACCGCGAACAGCTCCCCG 52.5 4 242 260-220 0,78 0,75 

SCB483 (cca)8 TCCGCTGCTCGTCATGGAGTCA ACGGAATCGAAGAAGCACCGCC 61.0 6 263 280-240 0,83 0,66 

SCB484 (act)5 ACCACGGGACATGCGATGCG AGCTAGAAGCAGAAGTGGAGTGCT 61.0 8 196 230-180 0,84 0,76 

SCB485 (tta)5 GGACCTAATGTGAACCACAG GAAGCTTTCTGGCTGTCTGA 50.4 7 194 220-180 0,77 0,86 

SCB486 (tgt)6 GCCTACCCCAACTTGCTTGGGAC GGGGCAAAAATGGCCTTCACGTCT 52.5 9 225 250-160 0,8 0,96 

SCB487 (cac)6 AGCCTCCATCTCCGACACACCT AGCCTGCCTAGTAGTTCGCCGT 52.5 5 279 290-250 0,61 0,77 

SCB489 (aga)17 CCTGACCAGGAGACTGAAGAGCCA GACAGCAGGCATCGCAGGTTGA 58.9 8 243 260-210 0,8 0,91 

SCB491 (tgt)7 ACACACGAGACATGACAACTGCC CAACATCCTGCATTGGTGAAGTGC 62.7 4 252 260-240 0,6 0,75 

SCB492 (acg)8 GTGGGCCTAATGGGGTGCCAAG TTGCCAGCTGCGCTTTTCCTCA 62.7 8 286 310-270 0,85 0,96 

SCB502 (ctt)5 GGAGGAAGCAGGCAGGAGAGGG AGGGGCAGGATGAGCGAGGAAG 63.9 6 203 240-180 0,82 0,69 

SCB504 (agt)5 AGGCACGCTTGCTAGCGGAGAT GCGGTGGTCGGGAGGAACAAAT 62.7 3 208 220-200 0,42 0,55 

SCB518 (cac)5 GATGCTGGAACCACTGGAGCCG CAAGTACAGACCGCGAACCCCG 65.0 3 208 230-210 0,51 0,66 

SCB524 (ccg)5 CCTCCTTTCCTCTCCCTCCCGC TGCCACAGATAGGACCCTCGGC 50 6 268 NA 0,77 0,79 

SCB525 (gta)9 GTCCATGTCCATCCATGATCCA GACTGACCAGCAACCGTCAAAA 62.7 9 348 330-280 0,83 0,93 

SCB526 (tta)7 GCTGAGAGAGACATTCACATGC GCTGCTGGTGGGGAAAATAA 58.9 4 179 180-170 0,61 0,75 

SCB527 (taa)9 TGTCAAGTGGAGGCAGCTGCTATGT GGAGGACAGGGATGGCTACCTGC 65.0 8 261 270-230 0,81 0,94 

SCB528 (atc)8 AGCGCAACAGAGAGGGAGAGGG AGCATGGGAGAGAAAGAGGAGAGGT 62.7 11 248 280-220 0,88 0,98 

a SCB is a trinucleotide primer pair; 
bA: allele number; 
c This is the expected size as calculated by the Primer Select software (LaserGene versions 5.01/5.02); 
d Allele range estimated by linear regression; 
ePolymorphism information content; 
fDiscriminant power. 
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Additional file 2: 

Homology and annotation functional EST-SSRs markers. The functional markers were analyzed for their similarity to proteins deposited in GENBANK, 
further their molecular function and biological process. 

 

EST-SSR* Best-matched proteina [GenBank Accessionb] BLAST  E-value Biological Process Molecular Function 

SCB 168 hypotetical protein [AAG13074] 4E-11   

SCB 171 plant-specific domain TIGR01627 family protein [NP_001147380] 5E-43   

SCB 174 dnaK-type molecular chaperone hsp70 - rice [CAA47948] 3E-11 BP-2 MF-1; MF-13 

SCB 180 lyrata ubiquitin family protein [XM_002871569] 2E-41   

SCB 181 ESK1 (ESKIMO 1) [NM_115457] 3E-138 BP-2  

SCB 184 cytokinin response regulator2 (crr2) [NM_001111379] 1E-63   

SCB 186 L-allo-threonine aldolase [EU961815] 0 BP-3 MF-7 

SCB 187 brassinosteroid insensitive 1-associated receptor kinase 1 [NM_001154503] 0 BP-2; BP-3 MF-5; MF-1; MF-13 

SCB 188 SAR DNA-binding protein [NM_111378] 7E-119   

SCB 189 putative ubiquitin-specific protease UBP27 [AY133770] 9E-27 BP-3 MF-4; MF-9 

SCB 190 WRKY1 [NM_001112367] 0 BP-2 MF-1 

SCB 191 aspartyl protease family protein [NM_001161138] 3E-10 BP-13  

SCB 192 DNA-3-methyladenine glycosylase I [EU975955] 8E-135 BP-3 MF-4 

SCB 193 putative amino acid permease gene [GQ252800] 9E-15 BP-6 MF-15 

SCB 194 Minghui 63 receptor kinase (MRKd) [DQ355952] 2E-155   

SCB 195 hypothetical protein [XM_002466252] 0   

SCB 201 carboxyl-terminal proteinase [EU963164] 4E-176   

SCB 204 hypothetical protein [XM_002462405] 1E-104   

SCB 207 Receptor protein kinase CLAVATA1 precursor [XM_002531953] 5E-13  MF-1 

SCB 208 DNA-binding with one finger1 (dof1) [NM_001112239] 2E-26 BP-2 MF-1 

SCB 209 serine/threonine-protein kinase SAPK4 [EU974118] 0   

SCB 210 ring finger protein [XM_002531237] 3E-39 BP-3 MF-6; MF-1 
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EST-SSR* Best-matched proteina [GenBank Accessionb] BLAST  E-value Biological Process Molecular Function 

SCB 168 hypotetical protein [AAG13074] 4E-11   

SCB 171 plant-specific domain TIGR01627 family protein [NP_001147380] 5E-43   

SCB 174 dnaK-type molecular chaperone hsp70 - rice [CAA47948] 3E-11 BP-2 MF-1; MF-13 

SCB 180 lyrata ubiquitin family protein [XM_002871569] 2E-41   

SCB 181 ESK1 (ESKIMO 1) [NM_115457] 3E-138 BP-2  

SCB 184 cytokinin response regulator2 (crr2) [NM_001111379] 1E-63   

SCB 213 phosphoglycerate mutase-like protein  [EU956232] 2E-76 BP-3 MF-2 

SCB 218 soluble acid invertase [AF062735] 0 BP-16 MF-4 

SCB 219 arsenite transport subunit B [NM_001154652] 0  MF-15 

SCB 221 SAUR family protein (SAUR24) [XM_002320183] 2E-10 BP-1 MF-1 

SCB 222 hypothetical protein [XM_002447224] 3E-50   

SCB 225 ethylene-insensitive3-like 1 protein [NM_001158563] 0  MF-13 

SCB 226 protein binding protein [NM_001156822] 1E-90   

SCB 227 nucleotide binding protein [NM_001153645] 1E-58  MF-1 

SCB 228 Retrosat 1 retrotransposon and Ty3-Gypsy type Retrosat 2 [AF111709] 9E-07   

SCB 231 SDA1 family protein [NM_101186] 3E-133 BP-5 MF-1 

SCB 232 homeodomain leucine zipper protein [AF145726] 1E-79 BP-2 MF-1; MF-13 

SCB 234 ATSWI3B (SWITCH SUBUNIT 3) [NM_128921] 5E-43   

SCB 236 nodulin protein [NM_001158210] 1E-112 BP-6 MF-15 

SCB 240 hypothetical protein [NM_001175846] 6E-23   

SCB 241 rac-like GTP-binding protein 5 [EU968843] 1E-148 BP-6; BP-9 MF-1 

SCB 243 Group peroxidase 16 precursor protein [EF990901] 2E-158 BP-1; BP-7 MF-8 

SCB 246 hypothetical protein [XM_002450508] 0   

SCB 248 ubiquitin thiolesterase [NM_147880] 5E-83 BP-3 MF-4 

SCB 250 hypothetical protein [XM_002444735] 4E-83   

SCB 252 ATP binding protein [EU956876] 5E-143  MF-1 
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EST-SSR* Best-matched proteina [GenBank Accessionb] BLAST  E-value Biological Process Molecular Function 

SCB 168 hypotetical protein [AAG13074] 4E-11   

SCB 171 plant-specific domain TIGR01627 family protein [NP_001147380] 5E-43   

SCB 174 dnaK-type molecular chaperone hsp70 - rice [CAA47948] 3E-11 BP-2 MF-1; MF-13 

SCB 180 lyrata ubiquitin family protein [XM_002871569] 2E-41   

SCB 181 ESK1 (ESKIMO 1) [NM_115457] 3E-138 BP-2  

SCB 184 cytokinin response regulator2 (crr2) [NM_001111379] 1E-63   

SCB 253 ATPase family protein [NM_100170] 0  MF-1 

SCB 254 VHS and GAT domain-containing protein [NM_129397] 4E-84 BP-6  

SCB 256 bZIP transcription factor (bZIP111) [DQ787052] 2E-12 BP-2 MF-1 

SCB 257 no hit -   

SCB 259 Sorghum bicolor clone BAC 75D9 [AY661659] 3E-17   

SCB 262 no hit -   

SCB 263 hypothetical protein [XM_002453018] 4E-19   

SCB 265 plastidic phosphate translocator-like protein1 [EU965602] 2E-69   

SCB 266 hypothetical protein [XM_002441011] 6E-47   

SCB 267 hypothetical protein [XM_002437132] 2E-48   

SCB 268 protein binding protein [NM_001154397] 9E-73   

SCB 270 stress responsive protein [EU956106] 3E-66 BP-2 MF-1; MF-13 

SCB 271 hypothetical protein [XM_002440411] 6E-65   

SCB 272 plant-specific domain TIGR01568 family protein [NM_001153443] 3E-44   

SCB 273 ccr4-associated factor putative [XM_002523816] 5E-18 BP-2 MF-13 

SCB 275 armadillo-repeat containing protein [EU957148] 3E-45   

SCB 276 hypothetical protein [XM_002488881] 1E-93   

SCB 277 MYB transcription factor (MYBAS1) [EU670236] 6E-60  MF-1 

SCB 279 hypothetical protein [XM_002458804] 1E-65   

SCB 281 transport protein particle, component Bet3 family protein [NM_125188] 1E-111 BP-6  
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EST-SSR* Best-matched proteina [GenBank Accessionb] BLAST  E-value Biological Process Molecular Function 

SCB 168 hypotetical protein [AAG13074] 4E-11   

SCB 171 plant-specific domain TIGR01627 family protein [NP_001147380] 5E-43   

SCB 174 dnaK-type molecular chaperone hsp70 - rice [CAA47948] 3E-11 BP-2 MF-1; MF-13 

SCB 180 lyrata ubiquitin family protein [XM_002871569] 2E-41   

SCB 181 ESK1 (ESKIMO 1) [NM_115457] 3E-138 BP-2  

SCB 184 cytokinin response regulator2 (crr2) [NM_001111379] 1E-63   

SCB 282 hypothetical protein [NM_001150840] 7E-27   

SCB 283 putative proline-rich protein [AY096387] 1E-11 BP-2 MF-13 

SCB 285 putative auxin efflux carrier (PIN1b) [DQ836240] 5E-77   

SCB 286 putative tyrosine phosphatase [AF272978] 3E-117 BP-11; BP-3 MF-4 

SCB 287 uridylate kinase [EU965854] 1E-156 BP-3 MF-1 

SCB 288 ubiquitin-conjugating enzyme 23 (UBC25) [XM_002882888] 1E-32 BP-3 MF-6 

SCB 291 ubiquitin-specific protease 25 (UBP25) [XM_002884996] 7E-13 BP-3 MF-4 

SCB 292 hypothetical protein [NM_001152536] 3E-24   

SCB 293 dehydration responsive element binding protein [NM_001156946] 3E-34 BP-2 MF-1 

SCB 294 hypothetical protein [XM_002460181] 4E-143   

SCB 295 putative kinase [AF360190] 8E-171   

SCB 296 putative protein kinase [AF466200] 5E-38   

SCB 297 hypothetical protein [XM_002454582] 1E-61   

SCB 298 homeodomain leucine zipper protein (Oshox4) [AF145728] 1E-52 BP-2 MF-13; MF-1 

SCB 299 hypothetical protein [XM_002459270] 9E-27   

SCB 300 rac-like GTP-binding protein 6 [EU960626] 0 BP-9 MF-1 

SCB 301 leucine-rich repeat protein (LRR2) [EF555120] 1E-21  MF-1 

SCB 302 putative auxin efflux carrier (PIN1b) [DQ836240] 9E-51   

SCB 305 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase 1 (ltk1) [AF023164] 0 BP-3 MF-1; MF-5 

SCB 306 RNA (guanine-9-) methyltransferase domain containing, putative [XM_002533353] 2E-88 BP-3 MF-14 



Artigo IV 

104 

EST-SSR* Best-matched proteina [GenBank Accessionb] BLAST  E-value Biological Process Molecular Function 

SCB 168 hypotetical protein [AAG13074] 4E-11   

SCB 171 plant-specific domain TIGR01627 family protein [NP_001147380] 5E-43   

SCB 174 dnaK-type molecular chaperone hsp70 - rice [CAA47948] 3E-11 BP-2 MF-1; MF-13 

SCB 180 lyrata ubiquitin family protein [XM_002871569] 2E-41   

SCB 181 ESK1 (ESKIMO 1) [NM_115457] 3E-138 BP-2  

SCB 184 cytokinin response regulator2 (crr2) [NM_001111379] 1E-63   

SCB 307 hypothetical protein [XM_002451430] 3E-50   

SCB 309 nucleic acid binding protein [XM_002525476] 9E-11 BP-2 MF-1 

SCB 310 chloroplast phytoene synthase (Y1) [AY455286] 5E-41 BP-3 MF-14 

SCB 311 polyadenylate-binding protein [XM_002510992] 9E-38  MF-1 

SCB 312 putative auxin efflux carrier (PIN1b) [DQ836240] 0   

SCB 315 ASL5 mRNA for ASYMMETRIC LEAVES2-like 5 protein [AB473838] 2E-48   

SCB 316 hypothetical protein [NM_001175157] 1E-168   

SCB 317 PAN1 (pan1) [FJ231525] 8E-44 BP-6  

SCB 320 hypothetical protein [XM_002447675] 6E-66   

SCB 323 fasciclin-like arabinogalactan protein 7 [NM_001154093] 0 BP-12  

SCB 324 putative nucleic-acid binding protein (MOS2) [AJ311811] 3E-20 BP-4 MF-1 

SCB 329 Pi21 gene for Pi21 protein [AB430854] 5E-18   

SCB 330 putative auxin efflux carrier (PIN1b) [DQ836240] 3E-78   

SCB 332 mapk-alt-1 mitogen-activated protein kinase (MAPK) [EU280318] 2E-31 BP-3 MF-5; MF-1 

SCB 336 putative nucleic-acid binding protein (MOS2) [DQ202264] 4E-45 BP-4  

SCB 337 putative MADS-domain transcription factor [AJ850302] 0 BP-2 MF-13 

SCB 341 RNA-binding protein [NM_001153713] 7E-33  MF-1 

SCB 343 transferase mRNA [EU958141] 2E-60  MF-14 

SCB 344 hypothetical protein [XM_002440411] 4E-60   

SCB 345 hypotetical protein [EU970828] 1E-86   
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EST-SSR* Best-matched proteina [GenBank Accessionb] BLAST  E-value Biological Process Molecular Function 

SCB 168 hypotetical protein [AAG13074] 4E-11   

SCB 171 plant-specific domain TIGR01627 family protein [NP_001147380] 5E-43   

SCB 174 dnaK-type molecular chaperone hsp70 - rice [CAA47948] 3E-11 BP-2 MF-1; MF-13 

SCB 180 lyrata ubiquitin family protein [XM_002871569] 2E-41   

SCB 181 ESK1 (ESKIMO 1) [NM_115457] 3E-138 BP-2  

SCB 184 cytokinin response regulator2 (crr2) [NM_001111379] 1E-63   

SCB 347 potyvirus VPg interacting protein [NM_001154424] 0   

SCB 353 hypotetical protein [EU973478] 2E-23   

SCB 354 transferase, transferring glycosyl groups [XM_002532362] 2E-34  MF-14 

SCB 358 no hit -   

SCB 360 hypothetical protein [XM_002460057] 2E-44   

SCB 361 hypothetical protein [AY596525] 1E-75   

SCB 362 hypothetical protein [NM_001147848] 0.004   

SCB 365 no hit -   

SCB 370 VAMP [NP_001150642] 3E-96 BP-17 MF-11 

SCB 371 no hit    

SCB 373 ring zinc finger [NP_001151265] 3E-23 BP-3 MF-1; MF-6 

SCB 374 nitrate transporter [BAC83856] 2E-33 BP-6 MF-15 

SCB 375 methyl binding [NP_001105174] 2E-53  MF-1 

SCB 376 hypotetical protein [XP_002447452] 7E-54   

SCB 377 RNA recognition motif containing protein [CBH19571] 3E-67 BP-3; BP-14 MF-1 

SCB 378 ATP binding protein [XP_002526287] 3E-56  MF-4 

SCB 379 putative RNA binding protein [AAG59664] 1E-109 BP-10; BP-6 MF-1 

SCB 380 phosphoglycerate kinase [ABI74567] 0.0 BP-3 MF-5 

SCB 381 peroxidase 16 precursor [NP_001152697] 7E-154 BP-1; BP-7 MF-1; MF-8 

SCB 384 SAR DNA binding protein [BAA31260] 0.0   
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EST-SSR* Best-matched proteina [GenBank Accessionb] BLAST  E-value Biological Process Molecular Function 

SCB 168 hypotetical protein [AAG13074] 4E-11   

SCB 171 plant-specific domain TIGR01627 family protein [NP_001147380] 5E-43   

SCB 174 dnaK-type molecular chaperone hsp70 - rice [CAA47948] 3E-11 BP-2 MF-1; MF-13 

SCB 180 lyrata ubiquitin family protein [XM_002871569] 2E-41   

SCB 181 ESK1 (ESKIMO 1) [NM_115457] 3E-138 BP-2  

SCB 184 cytokinin response regulator2 (crr2) [NM_001111379] 1E-63   

SCB 385 cinnamoyl-CoA reductase [CAA13176] 0.0 BP-3 MF-2; MF-1 

SCB 388 putative Clp protease ATP-binding subunit ClpX1 [BAD15818] 7E-27 BP-6; BP-3 MF-4; MF-14; MF-1 

SCB 393 zinc finger (C2H2 type) family protein [NP_566182] 2E-30 BP-7 MF-3; MF-1 

SCB 395 tyrosyl-tRNA synthetase [NP_001148699] 0.0 BP-3 MF-1; MF-6 

SCB 397 zinc finger, C2H2 type family protein [NP_001151975] 6E-62 BP-7 MF-3; MF-1 

SCB 400 hypothetical protein [XP_002466649] 3E-135   

SCB 401 pnFL-2 [ACG35001] 2E-65  MF-12 

SCB 402 lipid binding protein, putative [XP_002523536] 0.0   

SCB 403 syntaxin 32 [NP_001149760] 7E-149 BP-6 MF-15 

SCB 404 FPF1 [NP_001151726] 6E-43 BP-9; BP-1  

SCB 405 kelch repeat-containing protein [NP_568723] 7E-40  MF-1 

SCB 407 FACT complex subunit SPT16 [NP_001105557] 7E-12 BP-13 MF-9 

SCB 408 receptor-like protein kinase-like protein [AAO72615] 2E-14 BP-3 MF-5; MF-1 

SCB 409 hypothetical protein [XP_002447767] 5E-05   

SCB 413 bile acid sodium symporter [ACG42083] 4E-09 BP-6 MF-15; MF-10 

SCB 416 casein kinase II alpha subunit [BAB21589] 2E-101 BP-3 MF-5; MF-1 

SCB 417 multifunctional protein [AAT38103] 0.0   

SCB 418 PHD-finger family protein [ABA91581] 2E-41 BP-2 MF-1; MF-13 

SCB 419 HVA22-like protein c [ACG36039] 6E-37   

SCB 422 hypothetical protein [XP_002443307] 5E-48   
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EST-SSR* Best-matched proteina [GenBank Accessionb] BLAST  E-value Biological Process Molecular Function 

SCB 168 hypotetical protein [AAG13074] 4E-11   

SCB 171 plant-specific domain TIGR01627 family protein [NP_001147380] 5E-43   

SCB 174 dnaK-type molecular chaperone hsp70 - rice [CAA47948] 3E-11 BP-2 MF-1; MF-13 

SCB 180 lyrata ubiquitin family protein [XM_002871569] 2E-41   

SCB 181 ESK1 (ESKIMO 1) [NM_115457] 3E-138 BP-2  

SCB 184 cytokinin response regulator2 (crr2) [NM_001111379] 1E-63   

SCB 423 vacuolar protein sorting 26 [ACG47931] 1E-11 BP-6  

SCB 427 hypothetical protein [XP_002442368] 2E-39   

SCB 428 hypothetical protein [XP_002463328] 2E-35   

SCB 429 CLE family OsCLE306 protein [BAF91618] 1E-08   

SCB 430 homeobox-leucine zipper protein HAT7 [NP_001150309] 1E-34 BP-2 MF-1; MF-13 

SCB 431 extensin [NP_001152552] 4E-16 BP-8 MF-11 

SCB 432 hypothetical protein [NP_001140516] 3E-28   

SCB 433 putative potyviral helper component protease-interacting protein 2 [BAD45803] 2E-21 BP-6 MF-15 

SCB 434 serine/threonine-protein kinase AFC3 [ACG35326] 4E-41 BP-3 MF-5 

SCB 435 hypothetical protein [ACG29480] 2E-11   

SCB 436 hypothetical protein [ACG24888] 7E-14   

SCB 437 serine/threonine-protein kinase N1 [NP_058871] 4.6 BP-3 MF-5 

SCB 438 hypothetical protein [XP_002463153] 4E-06   

SCB 439 hypothetical protein [NP_001169794] 7E-11   

SCB 440 hypothetical protein [XP_002448081] 1E-08   

SCB 441 no hit -   

SCB 442 no hit -   

SCB 443 heavy metal-associated domain containing protein [ABF95901] 3E-18 BP-6 MF-1 

SCB 445 no hit -   

SCB 446 no hit -   



Artigo IV 

108 

EST-SSR* Best-matched proteina [GenBank Accessionb] BLAST  E-value Biological Process Molecular Function 

SCB 168 hypotetical protein [AAG13074] 4E-11   

SCB 171 plant-specific domain TIGR01627 family protein [NP_001147380] 5E-43   

SCB 174 dnaK-type molecular chaperone hsp70 - rice [CAA47948] 3E-11 BP-2 MF-1; MF-13 

SCB 180 lyrata ubiquitin family protein [XM_002871569] 2E-41   

SCB 181 ESK1 (ESKIMO 1) [NM_115457] 3E-138 BP-2  

SCB 184 cytokinin response regulator2 (crr2) [NM_001111379] 1E-63   

SCB 447 hypothetical protein [EEC71447] 0.058   

SCB 449 pnFL-2 [ACG35001] 4E-06   

SCB 450 no hit -   

SCB 451 no hit -   

SCB 452 no hit -   

SCB 453 no hit -   

SCB 456 VQ motif family protein [NP_001147304] 6E-09   

SCB 457 no hit -   

SCB 458 no hit -   

SCB 459 hypothetical protein [XP_002445708] 1E-34   

SCB 462 nucleolin [NP_001149300] 3E-24 BP-3 MF-1; MF-6 

SCB 464 no hit -   

SCB 466 Zinc finger, C2H2 type [AAX95339] 2,00E-13 BP-3 MF-1 

SCB 467 hypothetical protein [NP_001168922] 9E-140   

SCB 469 NADH-ubiquinone oxidoreductase 39 kDa subunit [NP_001149069] 0 BP-3 MF-5 

SCB 472 brushy protein [XP_002517217] 3,00E-68 BP-10 MF-1 

SCB 474 pherophorin like protein [NP_001152156] 1,00E-51  MF-11 

SCB 476 pantoate--beta-alanine ligase [ACG42174] 4,00E-144 BP-3 MF-6 

SCB 477 bZIP family transcription factor [NP_564269] 1,00E-56 BP-3 MF-13 

SCB 478 oxidoreductase, zinc-binding dehydrogenase family protein [ABF93481] 8,00E-87  MF-1 
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EST-SSR* Best-matched proteina [GenBank Accessionb] BLAST  E-value Biological Process Molecular Function 

SCB 168 hypotetical protein [AAG13074] 4E-11   

SCB 171 plant-specific domain TIGR01627 family protein [NP_001147380] 5E-43   

SCB 174 dnaK-type molecular chaperone hsp70 - rice [CAA47948] 3E-11 BP-2 MF-1; MF-13 

SCB 180 lyrata ubiquitin family protein [XM_002871569] 2E-41   

SCB 181 ESK1 (ESKIMO 1) [NM_115457] 3E-138 BP-2  

SCB 184 cytokinin response regulator2 (crr2) [NM_001111379] 1E-63   

SCB 480 NPKL1 [ACH99693] 3,00E-43   

SCB 483 retrotransposon protein [ABB47941] 2,00E-23   

SCB 484 hypothetical protein [XP_002453128] 2,00E-14   

SCB 485 hypothetical protein [XP_002452863] 9,00E-43   

SCB 486 uridylate kinase plant [XP_002526510] 9,00E-19  MF-1 

SCB 487 sugar transport protein 5 [ACG44242] 0 BP-6 MF-12 

SCB 489 putative translation initiation factor IF-2 [AAT44302] 3,00E-22 BP-9 MF-13 

SCB 491 methylmalonate semi-aldehyde dehydrogenase [AAC03055] 2,00E-04 BP-3 MF-8 

SCB 492 hypothetical protein [XP_002460882] 1,00E-81   

SCB 502 Associated with HOX family protein [ABA91569] 3,00E-143   

SCB 504 hypothetical protein [XP_002449910] 8,00E-28   

SCB 518 no hits -   

SCB 524 hypothetical protein [XP_002448610] 8,00E-09   

SCB 525 no hits -   

SCB 526 no hits -   

SCB 527 no hits -   

SCB 528 no hits -   

a EST-homology: annotation of the best homology identified by BLASTX and available in the SUCEST database. 
b GenBank identification. 
* These EST sequences were from the SUCEST database and are not in GenBank; therefore. they do not have a GI number. 
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Resumo 

As espécies cultivadas de cana-de-açúcar possuem um grande número cromossômico, 

geralmente variando de 100 a 130, além de serem aneuplóides. O marcador molecular mais 

utilizado para construção de mapas genéticos nestas espécies é o SSR que possui a 

desvantagem de funcionar com um marcador dominante neste caso. Por este fato, somente 

marcadores SSR segregando em dose única (1:1 e 3:1) ou em dose dupla (7:2) podem ser 

mailto:anete@unicamp.br
mailto:thimarconi@gmail.com
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inseridos ao mapa, ainda assim de forma bastante limitada. Em estudos preliminares realizados 

com cana-de-açúcar usando SNPs como marcador codominante evidenciou-se que o maior 

número de polimorfismos encontrado não é em dose única, mostrando a necessidade do 

desenvolvimento de marcadores moleculares e técnicas de análise para que todos os tipos de 

segregação possam ser incorporados ao mapa genético, aumentando a sua cobertura e 

resolução e consequentemente aumentando o poder das buscas por características 

quantitativas. O presente trabalho apresenta uma forma de obter marcadores SNPs de tal forma 

que todos os tipos de doses sejam obtidos, o que pode melhorar os mapas genéticos. A 

incorporação de marcadores com segregação 1:2:1 é apresentada como exemplo das vantagens 

que tal abordagem propicia. 

 

Introdução 

As variedades cultivadas de cana-de-açúcar são híbridos interespecíficos entre S. 

officinarum (2n=8x=80 cromossomos) e S. spontaneum (2n=40-128, x=8 cromossomos)(Ming 

et al., 2001). Após as hibridações iniciais, feitas pelos primeiros melhoristas da espécie, foi 

realizada uma série de retrocruzamentos com S. officinarum, no processo chamado de 

nobilização, que reduziu a contribuição de S. Spontaneum e aumentou o teor de açúcar (Oliveira 

et al., 2007), mantendo as característica de rusticidade. Dessa forma, a maioria dos 

cromossomos da cana cultivada são derivados de S. officinarum, sendo que cerca de 15% 

parece ter derivado de S. spontaneum, de acordo com estudos empregando hibridação 

genômica in situ (GISH) (D’Hont et al., 1996). Nota-se que o genoma do chamado complexo 

Saccharum é altamente poliplóide e aneuploide. (Jannoo et al., 2004). Assume-se portanto que 

os estudos realizados neste complexo genoma possam ser de grande utilidade não só para a 

cana-de-açúcar, mas também para os poliploides de forma geral.  
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Entre as ferramentas disponíveis para a realização de estudos genéticos, merecem 

destaque os marcadores moleculares, que têm se mostrado particularmente úteis para auxiliar 

programas de melhoramento em diversas culturas (Francia et al., 2005).  Esses marcadores vêm 

sendo utilizados em cana-de açúcar para estudos de diversidade genética (Lima et al., 2002), 

obtenção de mapas genéticos (Aitken et al., 2005, 2007; Raboin et al., 2006; Garcia et al., 

2006; Oliveira et al., 2007) e mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci) (MCintyre et al., 

2006; AL-Janabi et al., 2006; Piperidis et al., 2008) e até mesmo mapeamento associativo, 

embora num primeiro momento com maior ênfase em estudos de desequilíbrio de ligação 

(Jannoo et al., 1999; Raboin et al., 2008). Trabalhos utilizando marcadores moleculares, 

especialmente para a construção de mapas genéticos de ligação e mapeamento associativo, são 

importantes para aumentar o entendimento da estrutura do genoma da cana-de-açúcar, bem 

como da arquitetura genética dos caracteres quantitativos. Tais estudos podem diminuir o 

tempo de obtenção de variedades melhoradas, através da identificação de marcadores 

associados a caracteres de interesse econômico ou locos de características quantitativas (QTLs, 

ou, mais recentemente, QTNs, quando SNPs estão disponíveis).  

Para obtenção de mapas genéticos em cana de açúcar, usualmente são utilizados 

marcadores SSRs, principalmente devido a sua robustez, relativa abundância no genoma, 

natureza multialélica e herança codominante, muito embora em cana-de-açúcar tal marcador 

tenha herança dominante(Oliveira et al., 2009). São incluídos nos mapas apenas alelos 

segregando em dose única presente em um dos genitores (segregando na progênie na 

proporção de 1:1), dose única presente nos dois genitores (proporção de 3:1) e até mesmo em 

dose dupla em alguns casos (proporção de 7:2) (MCintyre et al., 2009; Alwala, 2010). O uso de 

marcadores moleculares em dose única para o mapeamento genético em poliploides foi um 

grande avanço nas últimas décadas (Wu et al., 1992), porém devido a estreita base de 

marcadores utilizados, já que somente determinados tipos de segregação podem ser usados, 
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não é possível a obtenção de um mapa com uma boa cobertura do genoma. Para tanto, é 

necessário um avanço em relação ao desenvolvimento de outros marcadores, em que  seja 

possível a distinção de outras doses em poliploides, para que assim outras segregações possam 

ser utilizadas no mapeamento genético. 

Os marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) possuem um grande potencial 

para suprir a demanda de marcadores moleculares integrados a mapas genéticos em cana-de-

açúcar. Estes constituem variações na sequência de DNA que ocorrem quando um único 

nucleotídeo na sequência do genoma é alterado. Esses polimorfismos, juntamente com as 

deleções e inserções, são responsáveis pela maior parte da variação na maioria dos 

organismos,(Cho et al., 1999; Rafalski, 2008) além de serem amplamente distribuídos pelo 

genoma, sendo mais abundantes em regiões não transcritas e em regiões que flanqueiam 

microssatélites (Mogg et al., 2002; Bundock e Henry, 2004). Por serem abundantes em muitas 

espécies de plantas como milho (Tenaillon et al., 2001), aveia (Kanazin et al., 2002) e arroz (Yu 

et al., 2002), os SNPs têm sido muito utilizados como marcadores, criando perspectivas para o 

diagnóstico de doenças, a seleção assistida por marcadores (MAS), a construção de mapas 

genéticos de alta resolução e a caracterização varietal (Batley et al., 2003) sendo considerado o 

sistema de marcadores mais atraente desenvolvido até o momento (Gupta et al., 2001). Além 

de apresentarem uma distribuição ampla, esses marcadores apresentam facilidades para high-

throughput (Giancola et al., 2006; Masouleh et al., 2009), sendo que as tecnologias e 

abordagens desenvolvidas para estudos em humanos (Tanaka, 2005; Frazer et al., 2007; Burton 

et al., 2007) têm facilitado a aplicação desses marcadores nos mais diversos organismos 

(Ferguson et al., 2007; Kim, 2007; Bain et al., 2007). 

Diferentes metodologias vêm sendo utilizadas para identificação de SNPs em diferentes 

espécies. Um exemplo é a utilização de um banco de dados de sequências expressas (Buetow et 

al., 1999; Suliman-Pollatschek et al., 2002; Batley et al., 2003; Kota et al., 2003). Graças, 
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principalmente, ao programa SUCEST, há uma grande disponibidade de ESTs em cana-de-

açúcar, que podem ser utilizados como base para busca in silico de SNPs de interesse. Poucos 

trabalhos foram realizados para avaliar o potencial do uso de banco de ESTs para o busca de 

SNPs em cana-de-açúcar, porém todos os resultados obtidos se mostram bastante promissores 

(Grivet et al., 2003; MCintyre et al., 2006; Cordeiro et al., 2006). Outra metodologia utilizando 

sequenciamento de nova geração também vem sendo utilizada com sucesso na identificação de 

SNPs em cana-de-açúcar (Bundock et al., 2009). 

Diferentes técnicas de genotipagem de SNPs também vêm sendo desenvolvidas, como a 

utilização de pirosequenciador (Cordeiro et al., 2006) e de espectrômetro de massa (Sequenom 

MassArray)(Bundock et al., 2009). Devido ao alto nível de ploidia da cana-de-açúcar, o 

pirosequenciador não apresenta resolução suficiente para detecção de alelos com frequências 

extremamente baixas, como nas razões 1:9 ou 1:10, sendo mais indicado o uso de 

espectrometria de massa (Cordeiro et al., 2006; Bundock et al., 2009), o qual fornece um 

resultado quantitativo podendo ser inferido o número de cópias do alelo presente entre os 

homólogos de um determinado indivíduo, possibilitando a analise do marcador SNP como um 

marcador codominante, algo até hoje raro para organismos poliploides.  

Diante desse cenário este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de marcadores 

moleculares codominantes (SNPs) em cana-de-açúcar a partir de sequências expressas 

(SUCEST) que foram genotipados utilizando espectrometria de massa (Sequenom MassArray), 

possibilitando a incorporação de marcadores com segregação 1:2:1 a um mapa genético 

previamente construído com marcadores SSRs, exemplificando as vantagens dessa nova 

abordagem. Com isso, será possível aumentar sensivelmente a cobertura do genoma e a busca 

por QTLs. 
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Material e Métodos 

População de mapeamento 

A população utilizada é derivada do cruzamento biparental de variedade pré-comerciais, 

IACSP95-3018 (genitor feminino) e IACSP93-3046 (genitor masculino). Os genitores são 

contrastantes para as características de produção de colmos e resistência a ferrugem. A 

progênie derivada deste cruzamento possui 220 indivíduos e é mantida no Centro de Cana de 

Ribeirão Preto do Instituto Agronômico de Campinas (IAC)  

 

Extração DNA 

O DNA genômico foi extraído a partir do meristema da cana-de-açúcar, utilizando a 

metodologia descrita por AL-Janabi et al. (1999). A quantificação do DNA foi feita utilizando o 

corante fluorescente PicoGreen dsDNA quantitation kit (Invitrogen) e a leitura da fluorescência 

foi realizada utilizando o leitor de placas MWGt Sirius HT-TRF microplate reader (MWG). Após a 

quantificação, todas as amostras foram diluídas em água para a concentração final de 5ng/ul.   

 

Identificação de marcadores SNPs  

Seleção dos genes candidatos e sequências 

Dada a abundância de seqüências ESTs disponíveis no banco de dados do SUCEST, neste 

trabalho foi utilizado esta fonte de informação para a identificação e desenvolvimento de SNPs 

como possíveis marcadores genéticos. Os genes para os quais estão sendo desenvolvidos os 

marcadores moleculares do tipo SNP foram selecionados a partir do projeto SUCAST (Sugarcane 

Signal Transduction), que tem como objetivo identificar ESTs para componentes de transdução 

do sinal no genoma da cana-de-açúcar (Rocha et al., 2007). A determinação dos genes de 
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interesse utilizou as mais diversas fontes de informações disponíveis, como por exemplo, perfis 

de expressão gênica determinados por experimentos de microarrays, análise de domínios 

funcionais e similaridade com ontologias moleculares e celulares (http://sucest-fun.org).  

 

Identificação dos SNPs 

Aliada a esta busca, foram desenvolvidas ferramentas de bioinformática, capazes de 

avaliar in silico a ocorrência de SNPs nos clusters selecionados. Isto foi feito em colaboração 

com o Prof. Dr. Renato Vicentini do Laboratório de Bioinformatica e Biologia de Sistema 

localizado no Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética – UNICAMP. A predição de 

SNPs considera a ocorrência de mais de um nucleotídeo em uma única posição do cluster, sendo 

considerada apenas as bases com qualidade phred >= 20. A metodologia é baseada em 

modificações do software QualitySNP (Tang et al., 2006), buscando assim determinar 

corretamente a variação alélica. Para tal, foram realizadas buscas por potenciais SNPs, 

reconstrução de haplótipos, identificação de parálogos e identificação de SNPs não sinônimos.  

 

Genotipagem dos SNPs 

Para a genotipagem dos SNPs foi utilizado o sistema Sequenom® MassARRAY® 

(espectrômetro de massa MALDI-TOF) que envolve uma reação de PCR utilizando um par de 

primers específicos a região de interesse contendo o SNP, seguido por outra reação de PCR 

utilizando um primer especifico adjacente ao loco SNP e a enzima Iplex para a amplificação de 

um nucleotídeo utilizando dideoxinucleotídeos com massas modificadas, utilizando a 

espectrometria de massa é possível diferenciar a massa dos diferentes alelos do SNP com uma 

alta precisão (Gabriel et al., 2009). Todas as etapas foram realizadas na Southern Cross 
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University, localizada em Lismore, Austrália. 

 

Classificação dos SNPs 

Todos os locos SNPs genotipados foram classificados em relação a segregação utilizando 

testes de segregação usuais, baseados na estatística qui-quadrado e considerando a realização 

de múltiplos testes (Garcia et al., 2006). Vale lembrar que procedimentos mais sofisticados 

serão adotados quando todas as segregações forem classificadas (etapas posteriores do 

presente trabalho). 

 

Resultados e discussão 

Seleção e Identificação dos SNPs a partir do SUCEST 

Foram selecionadas 1500 sequências únicas (clusters) do SUCEST para posterior 

alinhamento e procura de SNP, devido à ocorrência de diferencial de expressão evidenciado 

(Rocha et al., 2007; Papini-Terzi et al., 2009). Todos os reads utilizados na montagem dos 

clusters selecionados foram alinhados e com a ajuda do programa QualitySNP (Tang et al., 

2006) foi possível a identificação de mais de 3000 potenciais SNPs. A abundância relativa de 

SNPs não foi muito grande quando comparada com outro trabalho (Bundock et al., 2009); 

possivelmente, isto aconteceu devido a pequena quantidade de sequências utilizadas no 

alinhamento para a procura dos locos SNPs. O bando de dados do SUCEST foi construído a 

partir do sequenciamento de uma variedade de cana-de-açúcar (SP80-3280) utilizando a 

tecnologia sanger, que produz sequências relativamente longas porém com poucas repetições, 

ao contrário de outros trabalhos que utilizam sequenciamento de nova geração que produzem 
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sequências pequenas porem altamente repetidas, possibilitando uma melhor precisão no 

alinhamento e detecção dos locos SNPs (Bundock et al., 2009). 

 

Desenvolvimento e genotipagem dos locos SNPs 

Foi possível o desenvolvimento de primers para a amplificação de 942 locos SNPs 

agrupados em conjuntos de 10 locos por reação, totalizando 95 multiplexes que foram 

submetidos à validação. A partir dos 942 locos SNPs desenvolvidos foi possível a amplificação de 

790 (84%), os quais foram testados no restante da progênie. Deste total foram obtidos 245 

locos SNPs avaliados na população de mapeamento com um bom padrão de amplificação. 

 

Avaliação das segregações encontradas 

Com o conjunto de dados obtido a partir da genotipagem de 245 locos SNPs, foram 

feitas análises das segregações de cada loco. Foi constatado que a maioria das segregações não 

são em dose única (1:1 e 3:1), mas sim segregações em altas doses. Este resultado é 

surpreendente devido ao grande número de trabalhos que sugerem que a maior parte dos 

marcadores moleculares em cana-de-açúcar possuem segregação em dose única (Alwala, 2010). 

Isto evidencia que apenas uma pequena porção do genoma está sendo amostrado pelos 

marcadores moleculares quando estes são restritos apenas a marcadores em dose única. Esta 

parte se tornou a mais laboriosa do trabalho pelo fato da indisponibilidade de ferramentas para 

interpretação dos dados gerados, sendo que o programa disponibilizado pelo pacote Sequenom 

(Typer Analyser) é indicado apenas para análise de organismos diplóides, que obviamente não é 

o caso da cana-de-açúcar. Sendo assim novas ferramentas de análise estão em processo de 

desenvolvimento pelo grupo para que a interpretação dos resultados obtidos com o 
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equipamento seja adequada quando forem genotipados organismos poliploides. 

Em análises preliminares realizadas é possível a observação de segregações nunca antes 

utilizadas em mapeamento genético em cana-de-açúcar, que é o caso da segregação em dose 

única com a distinção das três classes (1:2:1). Este tipo de segregação não pode ser observada 

utilizando marcadores SSRs, pois apesar do marcador SSR ser codominante na maioria das 

espécies diploides, em cana-de-açúcar ele é utilizado como um marcador dominante devido a 

sua natureza altamente poliploide e aneuploide impossibilitando a quantificação do número de 

cópias com essa técnica. No caso de SNPs, pode-se observar como exemplo na Figura 1, 

claramente podemos ver a distinção de 3 classes, uma classe onde o parental 2 (P2) possui 

apenas um dos alelos juntamente com 25% da progênie, outra classe mais ao centro 

representando os indivíduos heterozigotos (50%) e a terceira classe acompanhada pelo parental 

1 (P1) e mais alguns indivíduos da progênie (25%) que se diferenciam da classe central por 

possuir algumas cópias a mais de um dos alelos. 
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Figura 1. Representação gráfica utilizando todos os indivíduos da progênie e os genitores em 

destaque organizados em um plano cartesiano com os eixos representando a massa de cada 

alelo, sendo que, h.H é o alelo de maior massa e h.L é o alelo de menor massa.  

 

Mapeamento genético utilizando SNPs 

A partir dos locos desenvolvidos foram avaliados no total 42 SNPs, foram encontrados 31 

SNPs segregando em dose única, dentre os quais 25 segregando na proporção 1:1 e 6 

segregando na proporção 1:2:1. O restante dos locos apresenta um padrão de segregação 

multi-dose e estão servindo como base para o desenvolvimento de novos modelos estatísticos 

para análise desse novo tipo de dado em organismos poliploides e aneuploides. Utilizando um 

mapa genético prévio como base, construído apenas com marcadores SSRs e AFLP, os 42 locos 

SNPs segregando em dose única foram inseridos ao mapa utilizando o programa OneMap 

(Margarido et al., 2007). Dentre estes 42, 31 foram incluídos no mapa por apresentarem 
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evidências de ligação com marcadores do mapa.  

Como resultado, podem-se observar grandes mudanças no arranjo dos grupos de ligação 

e mesmo dentro dos grupos de homologia. Os locos conseguiram um melhor posicionamento 

dentro do grupo de ligação e uma melhor distância entre os locos pode ser calculada. Algumas 

mudanças são exemplificadas na Figura 2 em que os grupos de ligação 47 e 3 (mapa prévio) 

juntaram-se formando um grande grupo de ligação 3A com a adição de apenas 3 SNPs, dois em 

dosagem 1:1 e um em dosagem 1:2:1, além do rearranjo de alguns blocos de marcadores. 

Outro destaque foi a retirada do grupo 3 de uma das pontas, que antes era considerada parte 

do grupo, formando agora o grupo 3B. 

Outro exemplo de rearranjo e junção de grupos de ligação com a adição de locos SNPs 

também é observado no grupo 42 e 33 (mapa prévio) onde um novo grupo agora chamado 38 é 

formado, totalizando 290,9 cM. Essa mudança deu-se com a adição de apenas 3 locos SNPs, 

dois segregando na proporção 1:1 que permitiram a junção de 2 outros grupos prévios e um 

SNP segregando na proporção 1:2:1 que permitiu o rearranjo de alguns marcadores 

previamente inseridos ao mapa. 
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Conclusões 

A partir do desenvolvimento de oligonucleotídeos para identificar locos SNPs em cana-

de-açúcar e genotipagem utilizando espectrometria de massa foi possível a obtenção de 

informações nunca antes disponíveis em organismos poliploides e aneuploides, especificamente 

para cana-de-açúcar, no qual existe a possibilidade da quantificação do número de cópias de 

cada alelo presente no loco, ou seja, um marcador molecular realmente codominante para 

espécies poliploides. Com isso aumentamos a gama de marcadores que podem ser utilizados em 

mapeamento genético nessas espécies. Por serem mais informativos, os SNPS permitirão uma 

melhor resolução e saturação nos mapas genéticos que permitirão a localização com mais 

precisão de QTLs, já que os únicos marcadores que podem ser utilizados atualmente, 

marcadores em dose única, não conseguem distinguir as classes de heterozigotos, diferente dos 

SNPs que torna possível a distinção das dosagens alélicas e a distinção das diferentes classes de 

segregação encontradas em poliploides. Os resultados aqui apresentados mostram claramente 

os novos horizontes que esta tecnologia permite. 
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CONCLUSÕES 

– Foram desenvolvidos 856 locos EST-SSRs e 942 locos SNPs durante este trabalho. 

Esses marcadores moleculares funcionais representam um valioso recurso genético-genômico 

para utilização na análise da diversidade e mapeamento genético em cana-de-açúcar.  

 

- Embora grande número de marcadores tenha sido desenvolvido, o banco de dados do 

SUCEST pode ainda ser explorado para o desenvolvimento de mais marcadores. A abundância 

de SSRs e SNPs encontrados nas regiões transcritas do genoma da cana-de-açúcar faz do banco 

de ESTs (SUCEST) uma valiosa fonte para o desenvolvimento de marcadores moleculares de 

maneira simples, rápida, econômica e muito eficiente. 

 

- Os marcadores moleculares do tipo SNPs desenvolvidos para cana-de-açúcar quando 

avaliados com espectrometria de massas, possibilitam que a dosagem de cada loco SNP nos 

genótipos em estudo seja determinada com exatidão. Este resultado amplia os tipos de 

segregação alélica que podem ser utilizados no mapeamento genético de poliplóides como a 

cana-de-açúcar. 

 

- Na condição específica do SNP estar em cópia única e ser polimórfico nos genitores, ele 

se comporta como um marcador codominante 1:2:1 em cana-de-açúcar. A adição de um novo 

tipo de segregação genética (1:2:1) ao mapeamento de cana-de-açúcar promoveu grande 

progresso. Todos os outros tipos de marcadores (SSR, RFLPs, RAPD, AFLP entre outros) até 

então utilizados para o mapeamento genético em cana-de-açúcar comportam-se como 

dominantes. 
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- Os marcadores moleculares desenvolvidos neste trabalho possibilitaram  a construção 

de um mapa genético com maior densidade de marcas que o anterior existente para  a  

população IACSP 95-3018 x IACSP 93-3046. 
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PERSPECTIVAS 

Novas metodologias de análise genético-estatísticas precisam ser desenvolvidas para a 

análise genética dos marcadores SNPs presentes em cópias múltiplas em espécies poliplódes.  

 

Com o desenvolvimento de novas metodologias de análise genético-estatísticas de SNPs 

pretende-se efetuar a integração de locos presentes em doses múltiplas no genoma da cana-de-

açúcar, ao mapa-genético molecular construído neste trabalho. Um novo mapa genético-

molecular para a população F1 do cruzamento IACSP 95-3018 x IACSP 93-3046 será construído, 

no qual todos os locos EST-SSRs e SNPs genotipados na população F1 e polimórficos entre os 

genitores, serão re-analisados utilizando-se as segregações alélicas identificadas pelos SNPs. O 

mapa resultante será muito melhor saturado, possibilitando a identificação de QTLs de 

diferentes efeitos com maior exatidão. 
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